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Riassunto 
 
 
 
Background: Ridotti livelli di colesterolo HDL rappresentano un fattore di 
rischio indipendente per la disfunzione dell‟endotelio, condizione comune a tutte 
le malattie cardiovascolari. Le concentrazioni di HDL correlano in maniera 
diretta con il numero delle cellule progenitrici endoteliali circolanti e con la loro 
funzione. Le HDL potrebbero perciò esercitare protezione a livello dell‟endotelio 
anche attraverso il miglioramento del numero e della funzione delle EPC 
circolanti. L‟aumento delle HDL ottenuto mediante trasferimento genico 
aumenta il numero delle EPC circolanti e ha effetti favorevoli sulle loro capacità 
di migrazione e di adesione valutate ex-vivo. 
Tuttavia, in vitro, le HDL potrebbero avere effetti vascolari bifasici dose-
dipendenti, paradossalmente compromettendo alcune funzioni delle EPC a 
moderate ed alte concentrazioni.  
 
Il diabete tipo 2 integra aspetti diversi della relazione tra HDL e cellule 
endoteliali. La disfunzione endoteliale è un elemento caratteristico del diabete 
tipo 2. Sia le HDL che le EPC provenienti da pazienti con diabete si presentano 
“disfunzionali”. Le HDL di pazienti con diabete vedono compromessi sia gli 
effetti favorevoli sulla vasodilatazione endotelio-dipendente che la loro capacità 
di sostenere la riparazione endoteliale mediata dalle EPC. 
 
 
Obiettivi: Scopo dello studio è stato valutare ex vivo la relazione tra 
concentrazioni di colesterolo HDL e proprietà funzionali di cellule progenitrici 
endoteliali isolate da cellule mononucleate ottenute da sangue periferico di 
soggetti con diabete mellito tipo 2.  
 
 
Pazienti e Metodi: Sono stati reclutati 119 soggetti con diabete tipo 2 con età 
superiore a 35 anni, livelli di HDL persistentemente inferiori o superiori a 40 (se 
maschi) o 50 mg/dl (se femmine) valori di emoglobina glicata persistentemente 
inferiori a 9%. Le cellule mononucleate di sangue periferico sono state isolate 
mediante centrifugazione a gradiente di densità. Un totale di 2.5 x 106 cellule 
mononucleate per cm2 sono state coltivate su piastre ricoperte da fibronectina.  
Dopo 3 giorni di coltura il supernatante e le cellule non aderenti sono stati 
rimossi e le cellule adese identificate in quinta giornata come early EPC. In 12 
esperimenti distinti sono state valutate la vitalità delle EPC mediante test MTT, 
la capacità di adesione su fibronectina, la senescenza mediante colorazione 
alla beta-galattosidasi, la migrazione utilizzando VEGF umano come chemo-
attrattante e, infine, la produzione dei ROS. Le “early EPC” adese sono state 
caratterizzate e selezionate mediante microscopia a fluorescenza per la loro 
capacità di captazione di LDL acetilate marcate, Dil-ac-LDL, e di lectina. Sono 
state inoltre ulteriormente definite dimostrando tramite citofluorimetria la 
espressione di CD31, vWf, KDR, VE-chaderin e CD14. 
  
7 
 
Risultati: Sono stati reclutati in maniera consecutiva 119 soggetti con diabete 
tipo 2, 59 con HDL superiori a 40/50 mg/dl e concentrazioni medie di HDL pari 
a 73 mg/dl e 60 con HDL inferiori a 40/50 mg/dl e valori medi di HDL pari a 33 
mg/dl. I soggetti con basse HDL erano più frequentemente maschi, avevano più 
breve durata del diabete, più elevati BMI, circonferenza vita e pressione 
arteriosa diastolica, più elevate concentrazioni di trigliceridi e più basse 
concentrazioni di colesterolo totale. Tra i due gruppi non vi erano differenze per 
glicemia a digiuno, emoglobina glicata e colesterolo LDL. Tra i due gruppi non 
vi erano differenze per funzione renale, transaminasi e gammaGT, prevalenza 
di ipertensione arteriosa e di trattamento con statine e/o ezetimibe. I soggetti 
con basse HDL presentavano più elevati livelli di acido urico, erano più 
frequentemente trattati con anti-ipertensivi ed erano più spesso fumatori attivi. 
 
I soggetti con basse HDL rispetto a quelli con elevate HDL presentavano una 
riduzione significativa, pari al 19% della vitalità delle EPC circolanti. La vitalità 
delle EPC è stata rivalutata dopo esposizione per 1 ora al perossido di idrogeno 
in 20 soggetti con elevate HDL ed in 19 pazienti con basse HDL. In entrambi i 
gruppi, la vitalità dopo stress ossidativo correlava in maniera diretta con la 
vitalità basale. Dopo esposizione a perossido di idrogeno la vitalità diventava 
simile nei due gruppi, ma la sua riduzione percentuale era maggiore (32%) 
nelle EPC dei soggetti con elevate HDL rispetto alle EPC dei soggetti con 
basse HDL (18%). 
 
Al contrario, la senescenza delle cellule progenitrici endoteliali di soggetti con 
basse HDL non mostrava alcuna differenza rispetto a quella delle cellule 
progenitrici provenienti da diabetici tipo 2 con alte HDL. In entrambi i gruppi, 
anche la senescenza delle EPC è stata rivalutata dopo esposizione al 
perossido di idrogeno.  In entrambi i gruppi, la senescenza dopo stress 
ossidativo correlava in maniera diretta con la senescenza basale. In entrambi i 
gruppi, nelle nostre condizioni sperimentali, la senescenza non era modificata 
dall‟esposizione allo stress ossidativo. 
 
Analogamente, le EPC di soggetti con basse HDL rispetto a quelle di pazienti 
con elevate HDL non presentavano alcuna differenza nella capacità di adesione 
alla fibronectina o nella capacità di migrazione valutata utilizzando il VEGF 
umano come chemo-attrattante. Sovrapponibili erano anche le produzioni dei 
ROS. 
 
Per valutare l‟eventuale effetto paradosso di livelli di HDL particolarmente 
elevati, vitalità ed adesione delle EPC sono state anche analizzate dopo 
stratificazione per quartili delle concentrazioni delle HDL. Le EPC provenienti 
da soggetti con livelli di HDL compresi nel quarto quartile (Q4) presentavano 
vitalità significativamente migliore rispetto a Q1 e Q2.  Sia la vitalità che la 
capacità di adesione erano significativamente più elevate in Q4 rispetto 
all‟insieme dei soggetti compresi nei quartili Q1-Q3. Nessuna differenza tra 
quartili di HDL è stata descritta per senescenza, migrazione e produzione di 
ROS. 
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In analisi di regressione logistica, covariate indipendenti della vitalità stratificata 
in funzione della mediana sono risultate emoglobina glicata e colesterolo HDL. 
La vitalità delle EPC aumenta al ridursi dei valori di HbA1c ed aumenta 
all‟aumentare dei livelli del colesterolo HDL. Covariate indipendenti della 
capacità di adesione sono risultate colesterolo HDL e indice di massa corporea, 
con l‟adesione che migliora all‟aumentare delle HDL e si riduce all‟aumentare 
dell‟IMC. 
 
Covariate indipendenti della senescenza sono risultate emoglobina glicata e 
indice di massa corporea, con la senescenza che diventa più evidente 
all‟aumentare dell‟emoglobina glicata e tende a migliorare, in maniera non 
facilmente spiegabile, all‟aumentare dell‟IMC. In regressione logistica, nessun 
fattore è risultato associato in maniera indipendente alla migrazione ed alla 
produzione di ROS. 
 
 
Conclusioni: Nel diabete tipo 2 … 
 
 … la vitalità delle EPCs valutata ex-vivo tende ad aumentare con 
l‟aumentare delle concentrazioni plasmatiche delle HDL ed è ridotta in 
presenza di stress ossidativo; 
 
 … la capacità di adesione alla fibronectina è maggiore nelle EPCs 
provenienti dai soggetti con i più elevati valori di HDL; 
 
  … per entrambi i parametri non sono stati osservati effetti bifasici dose-
dipendenti; 
 
 … in regressione logistica i livelli di colesterolo HDL emergono quale 
covariata indipendente di vitalità e capacità di adesione; 
 
 … i livelli di HDL non sembrano influenzare senescenza, capacità di 
migrazione e produzione dei ROS.  
 
 
Elevati livelli di colesterolo HDL sono associati in pazienti con diabete mellito 
tipo 2 a preservazione di alcune delle proprietà funzionali delle cellule 
progenitrici endoteliali circolanti valutate ex vivo. 
 
In soggetti con diabete mellito tipo 2 elevati livelli di colesterolo HDL potrebbero 
essere determinanti indipendenti della funzionalità delle cellule progenitrici 
endoteliali contribuendo quindi, verosimilmente anche attraverso questo 
meccanismo, alla protezione cardiovascolare. 
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Introduzione 
 
 
Cellule progenitrici endoteliali: definizione e funzioni 
 
Le cellule progenitrici endoteliali (endothelial progenitor cells, EPC) sono 
state identificate per la prima volta nel 1997 da Asahara et al. Sono state 
originariamente definite come cellule immature circolanti nell‟organismo adulto, 
derivate dal midollo osseo, che esprimono gli antigeni di superficie CD34 o 
KDR (Kinase-insert Domain Receptor) e che sono in grado di proliferare e 
differenziare in cellule endoteliali mature in vitro ed in vivo e di partecipare ai 
processi di neoangiogenesi in vivo (Asahara T et al., 1997) (Box 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L‟individuazione delle EPC circolanti nell‟organismo umano adulto ha 
aperto nuove prospettive nello studio delle malattie cardiovascolari e ha 
annullato il paradigma che la formazione di nuovi vasi nella vita post-natale 
 
Box 1 – Isolation of putative progenitor endothelial cells for angiogenesis. 
Asahara T, Murohara T, Sullivan A, Silver M, van der Zee R, Li T, 
Witzenbichler B, Schatteman G, Isner JM. 
 
In summary, our findings (Asahara T et al., Science, 1997) suggest that cells 
isolated with anti-CD34 or anti-Flk-1 can differentiate into ECs in vitro. The in 
vivo results suggest that circulating MBCD34+ or MBFlk1+ cells may contribute to 
neoangiogenesis in adult species, consistent with vasculogenesis, a 
paradigm otherwise restricted to embryogenesis. A potentially limiting factor 
in strategies designed to promote neovascularization of ischemic tissues is 
the resident population of ECs that is competent to respond to administered 
angiogenic cytokines. This issue may be successfully addressed with 
autologous EC transplants. The fact that progenitor ECs home to foci of 
angiogenesis suggests potential utility as autologous vectors for gene 
therapy. For anti-neoplastic therapies, MBCD34+ cells could be transfected 
with or coupled to antitumor drugs or angiogenesis inhibitors. For treatment 
of regional ischemia, angiogenesis could be amplified by transfection of 
MBCD34+ cells to achieve constitutive expression of angiogenic cytokines or 
provisional matrix proteins or both. 
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avvenisse solo tramite un processo, chiamato neoangiogenesi, nel quale nuovi 
vasi originano dalla gemmazione da vasi pre-esistenti, e che la vasculogenesi, 
ovvero la formazione di nuovi vasi da progenitori endoteliali circolanti nel 
contesto di un tessuto avascolare, avvenisse solo durante lo sviluppo 
embrionale e fetale (Coffin JD et al.; 1991). Analogamente, è stata 
completamente rivalutata e negata l‟ipotesi che la ri-endotelizzazione dopo 
“denudamento” endoteliale fosse da attribuirsi essenzialmente alla attivazione, 
proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali localmente residenti. 
 
Attualmente si ritiene che le EPC rappresentino un pool di cellule circolanti 
con due ruoli fondamentali nella fisiologia e nella fisiopatologia dell‟apparato 
cardiovascolare: 1) la riparazione dell‟endotelio vascolare danneggiato in un 
contesto in cui il turnover vascolare è condizione essenziale per contrastare 
l‟ineluttabile senescenza e morte cellulare anche in assenza di danno vascolare 
o fattori di rischio; 2) la partecipazione diretta o indiretta nella formazione della 
parete vascolare (vasculogenesi) (Fadini GP & Avogaro A, 2011). Difetti nei 
meccanismi di riparazione e/o nella capacità di sostenere in maniera efficace la 
vasculogenesi possono così contribuire e accellerare la comparsa e la 
progressione del danno vascolare in presenza dei più vari fattori di rischio 
cardiovascolare.  
Estese evidenze indicano che il diabete, in particolare, deve essere 
considerato una condizione associata ad un poliedrico difetto nei meccanismi di 
controllo del danno vascolare con compromissione dei processi riparativi che 
normalmente intervengono nella manutenzione della superficie endoteliale e 
nella “correzione” dell‟ischemia. E‟ anche possibile ipotizzare che le alterazioni 
vascolari associate al diabete siano attribuibili al difetto di performance 
riparativa secondaria alla presenza in circolo di EPCs con compromessa 
capacità rigenerativa ancor più che ad un eccesso di danno. 
L‟endotelio, per la sua tipica localizzazione anatomica, è esposto a 
numerose noxae patogene veicolate dal sangue (per es. prodotti di 
ossidazione, acidi grassi, glucosio, colesterolo, ecc). Esso è quindi il bersaglio 
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dei tipici fattori di rischio cardiovascolare, che agiscono tramite i noti 
meccanismi molecolari alterandone la funzione (Fadini GP & Avogaro A, 2011). 
La disfunzione endoteliale si manifesta come aumento del tono vascolare, 
dell‟aggregabilità piastrinica e dell‟adesività leucocitaria, tutti eventi che 
possono favorire la comparsa e la progressione delle lesioni aterosclerotiche 
(Avogaro A et al., 2006). 
Le cellule endoteliali danneggiate possono andare incontro ad apoptosi. 
Le cellule in apoptosi si distaccano dalla parete vascolare lasciando così 
un‟area di denudamento che costituisce una superficie altamente adesiva e 
trombotica. Le cellule endoteliali mature ai margini di tale lesione, per la perdita 
dell‟inibizione da contatto, possono rientrare nel ciclo cellulare, proliferare e 
migrare verso il centro della lesione per colmare la soluzione di continuo. 
Tuttavia questo processo è lento ed inefficiente (Fadini GP & Avogaro A; 2011). 
Fisiologicamente, il ripristino anatomico e funzionale dell‟endotelio avviene 
soprattutto con il contributo delle EPC circolanti che, grazie a determinati 
segnali solubili (per es. chemochine quali SDF-1, stromal cell-derived factor-1), 
migrano selettivamente presso le sedi di danno endoteliale. In queste sedi, in 
accordo alla visione tradizionale del ruolo delle EPCs, le cellule immature 
aderiscono alla soluzione di continuo endoteliale andando a sostituire le cellule 
endoteliali danneggiate e quindi differenziandosi in cellule endoteliali 
funzionalmente mature (Fadini GP, Agostini C et al.; 2007) (Box 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Box 2 - The role of circulating EPCs in Diabetes Mellitus 
 
Circulating endothelial progenitor cells (EPCs) are considered a subset of 
bone marrow-derived endothelial-oriented stem cells, expressing both 
hematopoietic immature surface markers, such as CD34 and CD133, and 
endothelial lineage markers. EPCs give rise to mature endothelial cells, as 
demonstrated in pioneer in vitro studies. EPCs originally reside in the bone 
marrow and are mobilized to peripheral blood by a number of stimuli, 
including tissue ischemia, physical exercise, cytokines and certain drugs 
provided with pleiotropic cardiovascular effects. Currently, it is suggested 
that increase in EPCs may be one of the mechanisms by which these stimuli 
would ameliorate vascular function: once in the bloodstream, EPCs could 
help to maintain endothelial integrity, and stimulate angiogenesis in ischemic 
organs. On the contrary, reduction in circulating EPCs has been 
demonstrated in the presence of risk factors for atherosclerosis, endothelial 
dysfunction, hypercholesterolemia, aging, smoking, chronic renal failure, 
coronary artery disease, cerebral vascular disease and DM.  
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L‟ischemia tissutale rappresenta uno degli stimoli più potenti alla 
mobilizzazione delle EPCs dal midollo osseo al circolo periferico, grazie al 
rilascio di fattori di crescita (per es. VEGF, vascular endothelial growth factor), 
citochine (per es. IL-8) e chemochine (per es. SDF-1). SDF-1 è indotto dalla 
bassa tensione di ossigeno via HIF-1 (hypoxia-inducible factor) (Takahashi T et 
al.; 1999; Ceradini DJ et al.; 2005). 
Queste molecole, agendo nel microambiente midollare, indeboliscono le 
interazione tra cellule progenitrici e cellule stromali (grazie all‟azione della 
MMP9, matrix metalloproteinase 9) e favoriscono quindi il rilascio in circolo di 
EPC (Heissing B et al.; 2002). Una volta nel torrente circolatorio, le EPC 
migrano selettivamente presso le sedi di ischemia seguendo i gradienti creati 
dalle chemochine (quali SDF-1) tramite l‟espressione di superficie di recettori 
specifici (per es. CXCR4, C-X-C chemokine receptor 4).  
Nel contesto dei tessuti ischemici le EPC partecipano alla gemmazione di 
nuovi vasi a partire dalle arteriole precapillari preesistenti e contribuiscono 
anche alla formazione di nidi vascolari nei tessuti connettivali di neosintesi, che 
 
Box 2 – segue 
 
Low levels of circulating EPCs may be associated with both endothelial 
dysfunction and poor collateral development. Indeed, the concept that EPCs 
are involved both in early and advanced events of the development of 
cardiovascular diseases is of crucial importance for diabetology since DM is 
widely associated with endothelial dysfunction as well as with poor new 
vessel generation. In diabetes, atherosclerosis is characterized by high 
prevalence, early development and rapid progression. 
The severity of macrovascular complications in DM seems to be due to 
profound impaired collateralization of vascular ischemic beds, but 
mechanisms that hinder ischemia-induced neovascularization remain 
elusive. In DM collateralization results are insufficient to overcome the loss of 
blood flow through occluded arteries, leading to more severe ischemia. Thus, 
emerging evidence indicating that bone marrow-derived EPCs participate in 
postnatal neovascularization led to the hypothesis that alterations in EPC 
number or function could be involved in the pathogenesis of vascular 
complications in DM.  
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poi maturano in strutture tubulari e quindi in vasi sanguigni che si mettono in 
comunicazione con la circolazione (Tepper OM et al.; 2005). 
L‟esatto ruolo quantitativo svolto dalle EPC nei processi di neoangiogenesi 
non è ancora stato chiarito (Fadini GP & Avogaro A; 2011). Alcuni lavori hanno 
riportato che il contributo di cellule midollari alla genesi dei neovasi è piuttosto 
basso, mentre altri dati supportano un ruolo predominante delle cellule 
progenitrici, a seconda del modello sperimentale utilizzato (Ingram DA et al.; 
2005). 
Fadini e collaboratori hanno inoltre dimostrato che le EPCs possono 
esistere in uno stadio quiescente in sede perivascolare, da cui possono essere 
reclutate in presenza di ischemia ed integrarsi all‟interno dei neovasi (Fadini 
GP, Albiero M et al.; 2009). In tutti i casi le EPC devono essere considerate 
come una componente integrante ed essenziale del sistema vascolare 
coinvolta nel mantenimento dell‟integrità endoteliale e dell‟omeostasi vascolare 
(Fadini GP; 2014). Come conseguenza, una riduzione del numero e/o una 
disfunzione delle EPC circolanti sono considerati fattori capaci di contribuire in 
maniera  significativs nel determinare l‟inizio e la progressione di malattia 
vascolare in molte condizioni cliniche, che includono il diabete mellito di tipo 1 e 
di tipo 2 (Fadini GP, Sartore S et al.; 2007) (Box 3). 
 
 
Box 3 – Emerging biomarkers reflecting the dynamics between the 
endothelial injury and repair. 
 
The balance between lesion and regeneration of the endothelium is critical 
for the maintenance of vessel integrity. Exposure to cardiovascular risk 
factors (CRF) alters the regulatory functions of the endothelium that 
progresses from a quiescent state to activation, apoptosis and death. In the 
last 10 years, identification of circulating endothelial cells (CEC) and 
endothelial-derived microparticles (EMP) in the circulation has raised 
considerable interest as non-invasive markers of vascular dysfunction. 
Indeed, these endothelial-derived biomarkers were associated with most of 
the CRFs, were indicative of a poor clinical outcome in atherothrombotic 
disorders and correlated with established parameters of endothelial 
dysfunction. CEC and EMP also behave as potential pathogenic vectors able 
to accelerate endothelial dysfunction and promote disease progression. The 
endothelial response to injury has been enlarged by the discovery of a 
powerful physiological repair process based on the recruitment of circulating 
endothelial progenitor cells (EPC) from the bone marrow. Recent studies 
indicate that reduction of EPC number and function by CRF plays a critical 
role in the progression of cardiovascular diseases. 
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Box 3 – segue 
 
This EPC-mediated repair to injury response can be integrated into a clinical 
endothelial phenotype defining the „vascular competence‟ of each individual. 
In the future, provided that standardization of available methodologies could 
be achieved, multimarker strategies combining CEC, EMP and EPC levels 
as integrative markers of „vascular competence‟ may offer new perspectives 
to assess vascular risk and to monitor treatment efficacy. 
 
 
 
 
 
Figure 1- Mechanical damage or chronic exposure to CRF alters the 
regulatory functions of the endothelium which progress to apoptosis and 
dysfunction. Disruption of endothelial integrity is associated with a broad 
spectrum of responses including detachment of mature endothelial cells 
(CEC) and shedding of endothelial micro particles (EMP). In response to 
injury, endothelial progenitors cells (EPC), recruited from the bone marrow, 
are able to differentiate into mature cells and to restore endothelialintegrity. 
These endothelial responses can be integrated into a dynamic „activation 
/lesion/regeneration triad‟  
CRF: cardiovascular risk factor, CEC: circulating endothelial cells, EMP: 
endothelial microparticles, EPC: endothelial progenitor cells. 
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Più recentemente, questo scenario, apparentememnte solido e coerente, 
è stato messo in discussione da progressi tecnologici che hanno portato ad una 
migliore definizione di molti aspetti della biologia e della funzione delle EPC 
(Fadini GP, 2014) (Box 4).  
 
Più accurate analisi dei processi di riparazione dell‟endotelio e 
dell‟angiogenesi con metodiche di valutazione confocale dell‟immagine hanno 
rivelato che il contributo offerto in questi processi dalle cellule derivate dal 
midollo osseo è meno rilevante di quello originariamente ad esse attribuito. 
Infatti, la maggior parte delle cellule progenitrici di origine midollare che vanno 
ad abitare nella parete vascolare danneggiata o nei tessuti ischemici sembrano 
essere localizzate nello spazio perivascolare piuttosto che integrarsi nella 
superficie endoteliale. Inoltre i metodi più comunemente utilizzati per isolare le 
EPC in coltura generano una popolazione mista di cellule mieloidi (monociti e 
macrofagi) che assumono un fenotipo endotelio-simile grazie all‟espressione di 
Box 4 – Old and new paradigms in EPC biology and function. 
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alcuni markers endoteliali quali VEGF-R2 (vascular endothelial growth factor 
receptor-2), CD31 e il fattore di von Willebrand (vWf). Inoltre, le colture primarie 
“short-term” delle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) nelle 
condizioni di coltura usate per le cellule endoteliali sono contaminate da linfociti 
T e di solito non selezionano o espandono cellule progenitrici. A queste cellule 
sono state assegnate varie denominazioni quali EPC mieloidi, EPC precoci 
(early EPC), “colony forming unit” (CFU), CAC (circulating angiogenic cell) o 
PAC (pro-angiogenic cell). Attualmente, l‟opinione più accreditata è quella di 
non usare il termine di “cellule progenitrici” per identificare queste cellule che 
tuttavia sono capaci di sostenere l‟angiogenesi e la riparazione vascolare 
indirettamente attraverso mediatori prodotti in maniera paracrina. Lo scenario è 
ulteriormente complicato dall‟osservazione che le colture sono spesso inquinate 
da microparticelle derivate dalle piastrine che conferiscono in maniera spuria, 
attraverso la espressione di CD31 e/o vWf o la capacità di legame con la 
lectina, proprietà simil-endoteliali alle cellule mieloidi. Così, le cellule che si 
ritrovano nelle “colture di EPC” riproducono molti aspetti delle cellule endoteliali 
ma la maggior parte di esse non sono progenitori dell‟endotelio maturo sia dal 
punto di vista ontologico che genetico. D‟altra parte, l‟acronimo EPC è ancora 
ampiamente impiegato per permettere l‟analisi di confronto con la letteratura 
esistente anche se l‟espressione “cellule progenitrici” dovrebbe essere evitata o 
usata con cautela. Le “early/myeloid EPC” sembrano quindi contribuire in 
maniera consistente al recupero dell‟integrità endoteliale sebbene questo 
avvenga in via transitoria e in assenza di una piena differenziazione e 
integrazione all‟endotelio residente nel “sito di lesione” (Box 5). 
  
Box 5 – The evolving concept of adult neoangiogenesis. 
 
The discovery of endothelial progenitor cells (EPC) radically altered our 
views of adult tissue angiogenesis, indicating the contribution of circulating 
bone marrow-derived cells to new blood vessel formation, rather than 
migration and replication of local endothelial cells. This opened up the 
prospect of new ways to repair damaged tissues, using EPC to encourage 
neoangiogenesis or the re-endothelialization of larger vessels. Within less 
than 5 years from the description of EPC and the inception of experimental 
studies, human studies were started with the aim of using autologous bone 
marrow-derived EPC to enhance tissue function after ischemic vascular 
injury, particularly after myocardial infarction (MI). 
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E‟ stato inoltre chiarito che la coltura “long-term” delle PBMC su collagene 
in mezzo endoteliale può dare origine ad ampie colonie di cellule che sembrano 
pressochè indistinguibili da una linea cellulare endoteliale in proliferazione sia 
sotto l‟aspetto microscopico che sotto quello della caratterizzazione antigenica. 
Queste cellule sono state denominate ECFC (endothelial colony-forming cells), 
“late EPC o OEC (outgrowing endothelial cell). Queste sono più rare delle EPC 
originariamente descritte, non provengono dal midollo osseo e derivano 
However, the clinical studies have shown at best modestly encouraging 
results. Moreover, subsequent investigation has made it clear that these EPC 
are not true endothelial progenitors, although they are likely to play a role in 
angiogenesis by virtue of the release of paracrine angiogenic factors.  
 
(A) Until the 1990s the accepted paradigm described new vessel formation in terms of 
migration of existing endothelial cells (green), with the extending new vessel 
precursor being led by the directional migration of non-proliferating cells, behind 
which cell replication occurred. Pericytes or other mural cells (orange) then migrated 
and replicated as the vessel matured. No contribution from blood-derived cells (red) 
was recognized. (B) The description of circulating endothelial progenitor cells led to a 
radical revision of this paradigm, in which bone marrow-derived circulating EPC 
homed to the site of angiogenesis, differentiated, and formed a significant fraction of 
the endothelial cells in the new vessel. (C) More recent evidence has revised the 
paradigm again, suggesting that the primary contribution of bone marrow-derived 
cells is not as EPC, but by emigrating at the site of neoangiogenesis where they 
deliver signals that activate pericytes, which then in turn play an active role by 
secreting mediators that stimulate migration and replication of local endothelial cells. 
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verosimilmente da cellule endoteliali circolanti mature (CEC) o cellule 
progenitrici associate ai vasi (vessel-associated progenitor cell). Sebbene le 
ECFC siano più simili alle cellule endoteliali che le “early/myeloid” EPC, esse 
svolgono funzioni diverse e mostrano capacità di espansione diverse rispetto 
alle cellule endoteliali proliferanti in vitro. Come tali, in opposizione al concetto 
di EPC, la concentrazione delle ECFC circolanti sembra riflettere l‟intervenire di 
un danno vascolare piuttosto che leggere la capacità rigenerativa vascolare.  
 
 
Metodiche di studio delle EPC 
 
Principalmente, ci sono due tecniche per studiare le EPCs: (1) la 
citometria di flusso su campioni di sangue fresco e (2) la coltura cellulare. 
La citometria di flusso fornisce dati quantitativi mentre la coltura cellulare 
fornisce dati qualitativi. 
 
(1) Citometria di flusso 
La conta cellulare tramite la citometria di flusso è basata sulla marcatura 
immunologica delle cellule con anticorpi diretti contro antigeni di superficie o 
intracellulari. 
Questo metodo ha due importanti limiti: il primo e che non è noto il preciso 
fenotipo antigenico delle EPCs, principalmente perché si sovrappone con quello 
di altre linee cellulari (questo è il motivo per il cui è necessario riferirsi sempre a 
“putative EPCs”). 
Il secondo è che la definizione delle EPCs tramite la citometria di flusso 
implica una astrazione concettuale, in quanto si attribuisce una funzione 
presunta ad un fenotipo antigenico relativamente semplice. Infatti, quando si 
esegue la citometria di flusso su sangue periferico fresco, la rarità delle EPCs 
circolanti impone l‟uso di un numero molto limitato di antigeni di superficie. 
Pertanto, assicurare che un fenotipo basato su 2–3 antigeni di superficie 
identifichi in maniera strettamente definita una popolazione cellulare con una 
funzione complessa è virtualmente impossibile. 
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Nonostante queste importanti limitazioni la citometria di flusso è 
attualmente il miglior metodo per ottenere i dati puri quantitativi sulle EPCs 
putative (Fadini GP, Baesso I et al.; 2008). 
Essendo sensibile, specifica e riproducibile, la citometria di flusso viene 
considerata il gold standard quando la conta delle EPC del sangue periferico è 
concepito come un biomarker di malattia (Khan SS et al.; 2005). Così, la 
citometria di flusso è ampiamente utilizzata per la quantizzazione delle EPC 
negli studi clinici anche se il fenotipo antigenico che identifica le EPC circolanti 
è molto dibattuto (Fadini GP, 2014). 
Per definire il fenotipo antigenico delle EPC in accordo con il termine 
“progenitori endoteliali” è necessario utilizzare almeno un marker di 
immaturità/staminalità ed almeno un marker di linea endoteliale. I marcatori di 
immaturità/staminalità più comunemente usati nell‟uomo sono il CD34 e il 
CD133 (Fadini GP, Baesso I et al.; 2008). 
Il CD34 è il caratteristico antigene della cellula staminale. Esso è espresso 
dalle cellule staminali ematopoietiche e sull‟endotelio attivato di alcuni 
microvasi, specialmente nello stroma tumorale, ma non sui vasi di grande 
calibro (Fina L et al.; 1990). Il CD34 agisce, probabilmente, come una molecola 
di adesione per l‟interazione tra le cellule endoteliali e i precursori ematopoietici, 
e la sua mancata espressione induce sia alterazioni vascolari che 
ematopoietiche (Cheng J et al.; 1996). 
Il CD133 è una glicoproteina legante il colesterolo ed è espressa 
selettivamente sulle cellule ematopoietiche staminali e sulle cellule progenitrici 
(Yin AH et al.; 1997). L‟esatta funzione di questa molecola non è ancora 
conosciuta, ma è stato dimostrato che le cellule CD133+ conservano la capacità 
di differenziarsi in multipli fenotipi, incluso quello endoteliale (Gehling UM et al.; 
2000). 
Gli antigeni endoteliali tipici includono il KDR/Flk-1 (Kinase-insert Domain 
Receptor nell‟uomo e Fetal Liver Kinase-1 nel topo) che è conosciuto anche 
come VEGFR-2, il CD31 anche conosciuto come PECAM-1 e il fattore di von 
Willebrand (vWf) (Fadini GP, Baesso I et al.; 2008) . 
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KDR è il principale recettore che trasmette i segnali del VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) nelle cellule endoteliali. Esso media la 
proliferazione, la crescita, la migrazione e la formazione di vasi. Tuttavia, KDR 
è anche espresso anche su altri tipi cellulari oltre che sulle cellule endoteliali; 
questi tipi cellulari includono cellule staminali precoci non coinvolte nei processi 
di riparazione endoteliale o neoangiogenesi (Ziegler BL et al.; 1999; Tammela T 
et al.; 2007). 
E‟ quindi evidente che sia CD34 che KDR sono espressi sia sulle cellule 
staminali e sulle cellule endoteliali. Le cellule CD34+KDR+ potrebbero essere 
cellule immature con “innesco” endoteliale e, in questo modo, rappresentano 
quindi EPCs putative. Possono essere anche emangioblasti post-natali (Pelosi 
E et al.; 2002).  
Questa definizione antigenica è la più conforme rispetto alla iniziale 
descrizione di Asahara e coll. (Asahara T et al.; 1997), che ha dimostrato che le 
cellule di sangue periferico umano identificate in base all‟espressione di CD34 e 
KDR differenziavano pienamente in cellule mature endoteliali e formavano 
nuovi vasi in vivo.  
Al contrario, le cellule CD34+ dovrebbero essere considerate come 
generiche cellule progenitrici (principalmente ematopoietiche) piuttosto che 
EPC, perché solo una minoranza di queste cellule circolanti esprime antigeni di 
linea endoteliale. D‟altra parte, il fenotipo CD34+KDR+ può sovrapporsi in parte 
con quello di cellule endoteliali mature, perché è noto che il CD34+ è anche 
espresso sull‟endotelio microvascolare. Tuttavia, gli studi iniziali che hanno 
descritto l‟espressione di CD34 sull‟endotelio attivato non hanno tenuto di conto 
dell‟ipotesi che questi vasi contenessero anche EPC CD34+ (Fadini GP, Baesso 
I et al.; 2008). 
Infine, il grado di sovrapposizione fenotipica tra EPC e le cellule endoteliali 
mature circolanti (CEC) è attualmente non chiaro, perché il CD146, che si 
riteneva essere un antigene molto specifico per identificare le cellule mature 
endoteliali (Blann et AD al.; 2006), sembra essere espresso anche sui linfociti 
attivati (Elshal MF et al.; 2005). 
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A differenza del CD34, il CD133 non è espresso sulle cellule endoteliali 
mature e, quindi, le cellule CD133+KDR+ possono meglio corrispondere alle 
EPCs. Sfortunatamente, il CD133 è espresso su cellule più immature di quelle 
che esprimono il CD34 e, per questa ragione, le cellule CD133+KDR+ sono più 
rare delle cellule CD34+KDR+ nella circolazione, in condizione di steady state 
(Friedrich EB et al.; 2006). 
Nonostante questi limiti, sia le cellule CD34+DKDR+ che quelle 
CD133+KDR+ possono essere incluse tra i fenotipi antigenici putativi delle EPCs 
(Fadini GP, Baesso I et al.; 2008). L‟intersezione tra queste due espressioni 
antigeniche (cioè la condizione CD34+CD133+KDR+) potrebbe essere utilizzata 
come fenotipo restrittivo di EPC, ma queste cellule possono essere così rare 
nella circolazione che, in alcuni soggetti, potrebbero essere persino difficilmente 
identificabili. 
Oltre a ciò è stato riportato che le cellule CD34+CD133+KDR+, a causa 
della presenza del CD133, possono includere progenitori ematopoietici 
piuttosto che endoteliali (Case J et al.; 2007) e che le vere EPCs non sono 
derivate dalle cellule CD133+ (Timmermans F et al.; 2007). Aggiungendo un 
quarto antigene ci si avvicina alla soglia di rilevamento del metodo e si aumenta 
sostanzialmente la sua variabilità. 
Alcuni hanno studiato in parallelo la co-espressione del comune antigene 
dei leucociti CD45 (Kondo T et al. 2004), ed è stato suggerito che le EPC si 
trovano nella frazione CD45 negativa (Case J, Mead LE et al.; 2007). 
 
Nella scelta del fenotipo di cellule progenitrici più appropriato per condurre 
uno studio, un punto fondamentale è che le EPC sono molto rare nella 
circolazione, in condizioni normali. L‟identificazione delle cellule con uno dei 
fenotipi sovra menzionati attraverso la citometria di flusso è un evento raro, 
descritto dalla distribuzione di probabilità di Poisson. In accordo con questa 
distribuzione, il coefficiente di variazione (CV%=100x √/) dipende 
esclusivamente dal numero di eventi positivi (). Questo è il motivo per il quale 
è necessario incrementare il numero totale di eventi acquisiti ad almeno 
500.000, procedura che in generale non è necessaria per molte altre 
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applicazioni della citometria di flusso (Khan SS et al.; 2005). Per incrementare 
ulteriormente , si deve scegliere, tra i fenotipi delle EPC putative, quello che 
rende più alta la conta cellulare: esso è generalmente CD34+KDR+, mentre 
CD133+KDR+ e CD34+CD133+KDR+ producono conte cellulari più basse. 
Un altro motivo per cui è preferibile scegliere la combinazione CD34+KDR+ 
è che questo è il solo fenotipo delle EPC putative che è stato dimostrato 
essere, in modo ripetitivo e convincente, un predittore indipendente di eventi 
cardiovascolari. In uno studio di follow-up di 10 mesi, Schmidt-Luke et al. 
(Schmidt-Luke C et al.; 2005) hanno dimostrato che il livello di cellule 
CD34+KDR+ circolanti prediceva in maniera indipendente gli eventi 
cardiovascolari e la progressione dell‟aterosclerosi in una popolazione mista di 
soggetti sani e pazienti con pregressa patologia cardiovascolare. 
In uno studio più ampio, Werner et al. (Werner N et al.; 2005) hanno 
riportato che il numero delle cellule CD34+KDR+ circolanti prediceva gli eventi 
cardiovascolari e la morte cardiovascolare in un follow-up di 12  mesi in 519 
pazienti con malattia coronarica. Essi hanno inoltre dimostrato che il numero 
delle cellule CD133+ circolanti e delle unità formanti colonie delle cellule 
endoteliali sia associavano all‟intervenire di eventi cardiovascolari, ma con una 
minor potere predittivo. 
Tutti questi dati indicano che il fenotipo CD34+KDR+ rappresenta il miglior 
compromesso in termini di accuratezza di individuazione, di significato biologico 
e di utilità clinica (Fadini GP, Baesso I et al.;2008). Inoltre l‟ampia letteratura 
disponibile sostiene che questa è la migliore scelta quando la conta delle EPC 
nel sangue periferico è concepita come un biomarker surrogato di rischio 
cardiovascolare. Ciononostante, che questo fenotipo sia in grado di identificare 
selettivamente le EPC funzionali non è provato definitivamente. Alcuni autori 
hanno infatti dimostrato che le cellule CD34+KDR+ si comportano come EPC in 
vivo (Madeddu P et al.; 2004), mentre altri suggeriscono che queste cellule non 
si differenzino in vere cellule endoteliali (Case J, Haneline LS et al.; 2007). 
Il dibattito, quindi, circa il fenotipo antigenico che caratterizza le EPC è 
ancora aperto, tuttavia al momento la letteratura sembra indicare che il fenotipo 
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antigenico CD34+KDR+ è quello da utilizzare preferenzialmente negli studi 
clinici. Per ulteriori recenti informazioni vedi anche Box 6. 
Box 6 – Circulating progenitor cells in context. 
 
Quantification of EPCs in clinical trials mainly relies on flow cytometry, even 
if the antigenic phenotype of circulating EPCs is still debated. While the 
original phenotype CD34+ kinase insert domain receptor (KDR)+ might still 
be valid for haematopoietic EPCs, this definition overlaps in part with 
hematopoietic stem/progenitor cells and circulating endothelial cells. In view 
of the recently demonstrated endothelial–haematopoietic transition, this 
overlap should not diminish the interest in these BM-derived cells. Rather, 
CD34+ cells in the CD45- fraction eventually co-expressing other endothelial 
markers (e.g. CD31 and CD146), are enriched in proliferating endothelial 
cells, generate ECFCs in vitro and are regarded as non-haematopoietic 
EPCs. 
Based on this critical re-assessment, BM-derived pro-angiogenic cells now 
appear to be pathophysiologically linked to the plasticity of monocyte–
macrophage lineage cells, and are believed to aid endothelial healing and 
angiogenesis via indirect cell-supporting activities. 
While EPCs are the most extensively characterised of the putative circulating 
progenitor cells, data support the existence of BM-derived cells contributing 
to the smooth muscle cell population in the peripheral vasculature, although 
this finding is controversial. 
Notwithstanding complex and as yet unresolved criticism, it is still believed 
that alterations in the biology of circulating (progenitor) cells and myeloid cell 
plasticity play a role in the pathogenesis of vascular disease. It is also 
important to emphasise that, beyond ongoing controversies regarding the 
exact definition and function of such cells, clinical trials have shown some 
degree of efficacy using BM-derived cells for the treatment of CVD. 
Meta-analyses of autologous cell therapy trials for acute myocardial 
infarction and chronic ischaemic heart disease have shown significant short-
term improvements in surrogate endpoints (e.g. ejection fraction), with 
possible improvements in hard endpoints with longer follow-up. Similarly, in 
the setting of peripheral arterial disease and critical limb ischaemia, 
autologous BM cell therapy produced improvements in limb perfusion 
surrogates, pain, functional status and, possibly, wound healing. While it was 
once believed that injected/infused cells could transdifferentiate into vascular 
wall cells and/or cardiomyocytes, this is now considered a very rare 
phenomenon and other indirect mechanisms of action must account for such 
clinical findings. Studies on cell identity, function and kinetics have the 
potential to elucidate such mechanisms and help to optimise cell-based or 
cell-oriented therapies for CVD and diabetic macroangiopathy. 
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(2) Coltura cellulare 
 
Per raccogliere dati qualitativi (cioè funzionali) è necessario isolare le EPC 
dal flusso ematico e, data la loro frequenza molto bassa, espanderle in coltura. 
La coltura cellulare si basa sull‟isolamento delle EPC dalla popolazione 
dei mononucleati circolanti del sangue periferico e sulla valutazione, ad 
esempio, della loro capacità proliferativa e di differenziarsi in cellule endoteliali 
mature.  
Inoltre, con questa metodica, è possibile eseguire saggi di funzionalità, 
come per esempio la valutazione della capacità di formare strutture tubulari 
simil-vascolari (tube formation assay) e di migrare in seguito all‟esposizione a 
sostanze chemo-attrattanti (migration assay). 
La varietà dei protocolli di coltura utilizzata per isolare le EPCs rende 
questo metodo anche più complesso della citometria di flusso. 
In una recente review sulle metodiche di studio delle EPC viene 
sottolineata l‟importanza di evitare l‟impiego di CFU-EC assay ottenuti con 
EndoCultTM  (kit per la coltura cellulare che portano all‟isolamento di CFU-EC, 
molto utilizzati per la loro facilità di utilizzo e rapidità di coltura) per studiare le 
EPCs putative in quanto le CFU-ECs hanno poco a che vedere con la biologia 
endoteliale (Fadini GP, Baesso I et al.; 2008). E‟ stato infatti dimostrato che le 
CFU endoteliali putative sono invece costituite da cellule immuni attivate che 
includono i monociti ed i linfociti CD14+. Queste CFU assumono un fenotipo 
simil-endoteliale ma mancano di espressione genica che sia adatta ad 
esprimere i processi correlati all‟angiogenesi (Rohde E et al.; 2007; Rohde E et 
al.; 2006).  
E‟ stato inoltre evidenziato che le CFU-EC esprimono gli antigeni pan-
leucocitari CD45+, gli antigeni monocito-macrofagici CD14 e CD115, e 
somigliano ai macrofagi nella loro abilità tipica di inglobare E. Coli (Yoder MC et 
al.; 2007). Infine è stato dimostrato che le CFU-EC non sono in grado di 
formare vasi sanguigni perfusi in modelli murini di ischemia (Ingram DA et al.; 
2004). Pertanto le cellule incluse nelle CFU sono preminentemente associate 
all‟infiammazione piuttosto che alla biologia endoteliale (Fadini GP, Baesso I et 
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al.; 2008). Viene inoltre sottolineata l‟importanza sia di prolungare il tempo di 
coltura cellulare per almeno due settimane senza effettuare procedure di pre-
plating che la necessità di sottoporre le cellule ad una caratterizzazione estesa 
prima di considerarle EPC.  
Più specificamente, per quanto concerne la caratterizzazione delle cellule, 
viene affermato che l‟uptake di acLDL (lipoproteine a bassa densità acetilate) 
ed il legame con la lectina non sono criteri sufficienti per definire le EPCs. 
Vengono indicati come criteri minimi di identificazione delle EPC 
l‟espressione di un pannello di marker endoteliali che includa CD31, KDR, vWF 
ed eNOS oltra alla messa in evidenza della morfologia endoteliale. Viene inoltre 
indicata come caratterizzazione addizionale l‟espressione di altri marker (che 
includono CD45, CD34, CD133, CD117) e l‟esecuzione di assay in vivo per 
dimostrare che le cellule isolate sono biologicamente incorporate nell‟endotelio 
(Fadini GP, Baesso I et al.; 2008). 
In una coltura di cellule mononucleate cresciute in mezzo endoteliale, 
possono essere distinte fenotipicamente, due popolazioni maggiori di EPC: le 
EPC precoci e le EPC tardive (Hur J et al.; 2004). 
Le cellule che originano nei primi tre giorni dopo il plating e che si 
organizzano in cluster sono chiamate EPCs precoci: esse mostrano una 
capacità proliferativa relativamente limitata e tendono a scomparire dopo 2 
settimane di cultura. 
Le cellule che sopravvivono dopo 2-3 settimane sono chiamate EPC 
tardive: esse mostrano una più tipica morfologia delle cellule endoteliali, 
tendono a formare uno strato “simil-acciottolato” ed hanno un più alto 
potenziale proliferativo. 
Sia le EPC precoci che le tardive sono acLDL+/Lecitin+. Tuttavia, le EPC 
tardive esprimono una più alta densità di marker di linea endoteliale ed hanno 
un più alto potenziale vasogenico rispetto alle EPC precoci (Fadini GP, Baesso 
I et al.2008). 
E‟ stato dimostrato che le EPC precoci mostrano caratteristiche di cellule 
mieloidi e che la loro capacità di stimolare la rigenerazione vascolare avviene 
principalmente attraverso la secrezione di fattori di crescita, piuttosto che 
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tramite l‟integrazione fisica all‟interno dei vasi nascenti (Rookmaaker MB et al.; 
2003; Sharpe 3rd EE et al.; 2006). Di conseguenza le EPC precoci sono 
considerate come una manifestazione di estrema plasticità della linea 
monocito/macrofagica che, in certe condizioni di cultura, può assumere un 
fenotipo simil-endoteliale. 
Attualmente, le EPC tardive (ovvero le cellule ottenute da protocolli 
prolungati di coltura di 2-3 settimane senza pre-plating e opportunamente 
caratterizzate) sono considerate come le vere EPC (Fadini GP, Baesso I et al.; 
2008). La più aggiornata visione dei processi di produzione delle EPC e delle 
possibile forme isolabili in coltura è fornita in Box 7. 
 
Box 7 –  The concept of impaired vascular regeneration. 
 
In adulthood, the bone marrow (BM) is the major reservoir for hematopoietic 
stem/progenitor cells (HSPCs), where a specialized microenvironment 
(niche) hosts and regulates them. Several niche-forming cell types affect 
HSPC number, fate, and location through an orchestrated network of soluble 
signals and surface interactions (Fig. 1). 
Figure 1. The complex cellular and noncellular components of the bone marrow 
stem cell niche. Green and red boxes highlight the osteoblastic and vascular 
niches, respectively. Abbreviations: HSC, hematopoietic stem cell; HSPG, heparan 
sulphate proteoglycan; MSC, mesenchymal stem cells. 
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Box 7 – segue 
 
In addition to HSPCs, the BM harbors multiple tissue-committed progenitor 
cells involved in vascular homeostasis and implicated in diabetic 
complications, such as EPCs. EPCs migrate from the BM to foci of 
neovascularisation. They are mainly divided into hematopoietic and 
nonhematopoietic EPCs. Hematopoietic EPCs originate from the BM (Fig. 2) 
and represent a heterogeneous population including colony-forming EPCs, 
non-colony-forming “differentiating” EPCs, and myeloid EPCs (or angiogenic 
cells). Because experimental evidence shows that HSPCs and endothelial 
cells are derived from a common precursor (hemangioblast or hemogenic 
endothelium), it has been speculated that the origin of circulating adult EPCs 
could be related to hematopietic stem cells (HSCs). In this regard, the 
characterization and identification of EPCs are tightly linked to methods and 
markers applied for HSPC. 
 
 
Figure 2 - Hierarchical organization of hematopoietic stem cells (HSCs) and 
EPCs. The relationships between BM HSCs and various EPCs and how the latter 
reach the bloodstream are shown. The figure depicts the interplay between EPC 
phenotypes in the processes of angiogenesis. Abbre- viations: BM, bone marrow; 
EC, endothelial cell; EOC, endothelial outgrowth cell; EPC, endothelial progenitor 
cell. 
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Box 7 – segue 
 
It is worth remembering that a unique combination of specific and selective 
markers enabling an unambiguous distinction between EPCs and HSPCs is 
still missing. Rather, a novel EPC colony-forming assay (EPC-CFA) has 
been developed to allow a hierarchic view on circulating EPCs. The EPC-
CFA of progenitor-enriched populations identifies two kinds of single cell-
derived colonies: small-EPC colony and large-EPC colony. Based on their in 
vitro and in vivo characteristics, small-EPCs represent “primitive EPCs,” a 
highly immature and proliferative population of cells, whereas large-EPCs 
represent “definitive EPCs,” cells prone to differentiate and promote 
vasculogenesis (Fig. 3). In contrast, non-colony-forming EPCs, such as 
adhesive endothelial-like cells derived from peripheral blood or BM 
mononuclear cells, represent further differentiating EPC phenotypes. In 
addition, mature hematopoietic cells, namely myelomonocytic cells, have 
also been demonstrated to contribute to peripheral endothelium. Myeloid 
lineage cells may therefore function as differentiating EPCs, giving rise to 
endothelial-like cells and contributing to neovascularization in ischemia or 
tissue damage (Fig. 2).  
 
Figure 3. The EPC CFA used to define the hematopoietic stem cell/EPC hierarchy. 
Representative immunofluorescent staining of the two colony-forming EPC types is 
shown. Red color fluorescence indicates acetylated LDL uptake, and green color 
fluorescence shows isolectin B4 bindings. The double positivity indicates endothelial 
lineage cells. Abbreviations: CF, colony-forming; CFA, colony-forming assay; EC, 
endothelial cell; EPC, endothelial progenitor cell; nCF, non-colony-forming assay. 
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Le EPC come biomarcatore di rischio cardiovascolare 
 
 
Dal momento che le EPC svolgono funzioni protettive nel contesto del 
sistema cardiovascolare, è intuitivo che una riduzione o disfunzione di queste 
cellule possa, in qualche modo, promuovere lo sviluppo o la progressione delle 
malattie cardiovascolari (Fadini GP, Agostini C et al.; 2007). 
I fattori di rischio cardiovascolare che interferiscono con la  funzione 
endoteliale come l‟ipertensione, l‟ipercolesterolemia, il fumo, il diabete e l‟età 
contemporaneamente agiscono sul numero e sulla funzione delle EPC 
(Shaundeep S et al.; 2011). 
I meccanismi alla base di tali alterazioni sono stati in parte chiariti. Per 
esempio, l‟eccesso di angiotensina II o di aldosterone riducono la generazione 
di EPC, il fumo ed un eccesso di low density lipoproteins (LDL) agiscono 
riducendo le EPC attraverso un meccanismo infiammatorio e pro-apoptotico, 
mentre l‟iperglicemia riduce sia la mobilizzazione che la sopravvivenza in 
circolo delle EPC (Fadini GP, Agostini C et al.; 2009; Fadini GP, Sartore S et 
al.; 2007). 
E‟ stato dimostrato che non solo tali fattori di rischio si associano 
singolarmente ad una diminuzione del numero delle cellule progenitrici 
circolanti (CD34+), ma anche che l‟associazione di multipli fattori di rischio 
Box 7 – segue 
 
Beyond the possibility that myeloid EPCs differentiate into endothelial cells, 
BM-derived inflammatory cells are important players in vascular 
regeneration. Specifically, monocyte macrophagones are endowed with 
great plasticity, and they represent essential regulators of tissue remodeling. 
Although classically activated M1 macrophages promote inflammation and 
vascular disease, alternatively activated M2 macrophages provide anti- 
inflammatory signals and are proangiogenic. Altogether, these data indicate 
that the hematopoietic BM is a source of several cell types with different 
impact on vascular biology. 
 
  
30 
cardiometabolico negli stessi pazienti, si associa ad una riduzione progressiva 
e sinergica del loro livello circolante (Fadini GP, de Kreutzenberg SV et al,; 
2006).  
Inoltre, i pazienti con malattia vascolare aterosclerotica manifestano 
un‟ulteriore diminuzione dei livelli di EPC (CD34+/KDR+ e CD34+) rispetto ai 
pazienti senza segni di aterosclerosi conclamata, a parità di fattori di rischio 
(Fadini GP et al; 2005). 
E‟ stata osservata una lieve ma significativa riduzione delle EPC circolanti 
anche in soggetti apparentemente sani, ma che presentano un elevato 
spessore intima-media a livello della carotide; ciò sta ad indicare che le 
alterazioni delle EPC sono un evento precoce e precedono lo sviluppo clinico 
dell‟aterosclerosi (Fadini GP, Coracina A et al.; 2006). Si può quindi ritenere 
che il livello delle EPC circolanti rispecchi la storia naturale e la fisiopatologia 
della malattia aterosclerotica, dalla comparsa dei fattori di rischio allo sviluppo 
delle sindromi cliniche (Fadini GP, Agostini C et al.; 2007). 
È stato dimostrato che la riduzione delle EPCs assume un significato 
prognostico per futuri eventi cardiovascolari. Tale evidenza è emersa in pazienti 
con malattia cardiovascolare, sindrome metabolica o nefropatia e confermata in 
una recente metanalisi. Nel lavoro di Werner e coll., publicato su New England 
Journal of Medicine nel 2005, sono stati arruolati 519 pazienti al momento 
dell‟esecuzione di una coronarografia diagnostica. Essi sono stati seguiti per 12 
mesi per valutare gli eventi cardiovascolari incidenti (Werner N et al.; 2005). 
Circa il 30% dei pazienti risultava affetto da diabete mellito. La presenza di un 
livello di EPC (CD34+KDR+) nel terzile inferiore della distribuzione era 
associata a un aumento del 52% dell‟incidenza di un primo evento 
cardiovascolare maggiore rispetto alla presenza di un livello di EPCs nel terzile 
superiore. Questo primo studio, condotto su una popolazione “cardiologica” 
altamente selezionata, dimostrava per la prima volta il significato prognostico 
negativo del basso livello di EPC circolanti. In un sottogruppo di pazienti, anche 
il numero delle colonie di EPC in coltura (CFU-EC) risultava predittivo di futuri 
eventi cardiovascolari (Box 8). 
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Box 8 – Circulating Endothelial Progenitor Cells and Cardiovascular 
Outcomes. 
 
Werner N et al.,  NEJM 353: 999-1007, 2005
Cumulative Event-free Survival in Analysis of a First Major
Cardiovascular Event (Myocardial Infarction, Hospitalization,
Revascularization, or Cardiovascular Death) at 12 Months
Cumulative Event-free Survival in an Analysis of
Death from Cardiovascular Causes at 12 Months
According to Levels of Circulating CD34+KDR+ Endothelial Progenitor Cells at the Time of Enrollment.
519 patients with coronary artery disease confirmed on angiography, followed-up for 12 months
 
 
 
Endothelial progenitor cells derived from bone marrow are believed to support the 
integrity of the vascular endothelium. The number and function of endothelial 
progenitor cells correlate inversely with cardiovascular risk factors, but the 
prognostic value associated with circulating endothelial progenitor cells has not 
been defined. 
The number of endothelial progenitor cells positive for CD34 and kinase insert 
domain receptor (KDR) was determined with the use of flow cytometry in 519 
patients with coronary artery disease as confirmed on angiography. After 12 
months, we evaluated the association between baseline levels of endothelial 
progenitor cells and death from cardiovascular causes, the occurrence of a first 
major cardiovascular event (myocardial infarction, hospitalization, revascularization, 
or death from cardiovascular causes), revascularization, hospitalization, and death 
from all causes. 
A total of 43 participants died, 23 from cardiovascular causes. A first major 
cardiovascular event occurred in 214 patients. The cumulative event-free survival 
rate increased stepwise across three increasing baseline levels of endothelial 
progenitor cells in an analysis of death from cardiovascular causes, a first major 
cardiovascular event, revascularization, and hospitalization. After adjustment for 
age, sex, vascular risk factors, and other relevant variables, increased levels of 
endothelial progenitor cells were associated with a reduced risk of death from 
cardiovascular causes (hazard ratio, 0.31; 95 percent confidence interval, 0.16 to 
0.63; P=0.001), a first major cardiovascular event (hazard ratio, 0.74; 95 percent 
confidence interval, 0.62 to 0.89; P=0.002), revascularization (hazard ratio, 0.77; 95 
percent confidence interval, 0.62 to 0.95; P=0.02), and hospitalization (hazard ratio, 
0.76; 95 percent confidence interval, 0.63 to 0.94; P=0.01). Endothelial progenitor-
cell levels were not predictive of myocardial infarction or of death from all causes. 
The level of circulating CD34+KDR+ endothelial progenitor cells predicts the 
occurrence of cardiovascular events and death from cardiovascular causes and may 
help to identify patients at increased cardiovascular risk. 
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Nel quasi contemporaneo studio di Schmidt-Lucke e coll. sono stati inclusi 
43 controlli, 44 pazienti con malattia coronarica stabile e 33 pazienti con 
precedenti eventi coronarici acuti (Schmidt-Lucke C et al.; 2005). Il 14% dei 
soggetti di questa coorte risultava affetto da diabete mellito. Anche in questo 
contesto si rilevava come un basso livello di EPC era significativamente 
associato ad eventi avversi suggestivi di progressione della malattia 
aterosclerotica, tra cui morte cardiaca, infarto miocardico, angina instabile e 
necessità di rivascolarizzazione.  
In un gruppo di 216 pazienti affetti da insufficienza renale cronica o in 
trattamento dialitico (49% diabetici), Maruyama e coll. hanno dimostrato come 
un basso livello di cellule progenitrici circolanti CD34+ fosse associato a un 
elevato tasso di eventi cardiovascolari incidenti (fatali e non fatali, inclusi eventi 
di rivascolarizzazione e vasculopatia periferica) e anche a un aumento signi- 
ficativo della mortalità per tutte le cause (che oltre alle cause cardiovascolari 
comprendeva soprattutto gli eventi infettivi) nei 23 mesi successivi al 
reclutamento. In questo contesto è interessante notare come non il fenotipo 
specifico delle EPCs (CD34+KDR+), ma quello più generico delle cellule 
progenitrici circolanti (CD34+) acquisti un significato prognostico (Maruyama S 
et al.; 2008). Ciò è concorde con l‟osservazione che in una coorte di 214 
pazienti (un terzo dei quali diabetici) il livello delle cellule CD34+ risulta più 
strettamente associato alla malattia cardiovascolare prevalente rispetto alle 
EPC (CD34+KDR+) e ad altri fenotipi di cellule progenitrici. In uno studio di 
follow-up di 34 mesi, un basso livello di cellule CD34+ risultava 
significativamente associato a un‟elevata incidenza di eventi cardiovascolari, 
ospedalizzazione per tutte le cause e morte per tutte le cause. In questo studio 
appariva di particolare interesse il fatto che il basso livello di cellule CD34+ 
amplificava in maniera sinergica il rischio associato alla presenza di sindrome 
metabolica. L‟interesse nell‟utilizzo del fenotipo semplificato CD34+ come 
marker prognostico sta nel minore costo dell‟analisi e nella possibilità di 
eseguire il test nella maggior parte dei laboratori attrezzati per citofluorimetria di 
routine.  
In un‟estensiva re-analisi di questi 4 studi longitudinali è stato possibile 
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confermare il significato prognostico sfavorevole delle basse concentraziini di 
cellule progenitrici circolanti, indipendentemente dal fenotipo utilizzato (CD34+ 
o CD34+KDR+), così come la possibilità di confrontare dati ottenuti in diversi 
contesti clinici e laboratoristici (Fadini GP, Marayama S et al.; 2010). Tuttavia, 
la determinazione delle EPCs circolanti assume un significato, oltre che 
fisiopatologico, anche clinico. Infatti, l‟aggiunta della conta delle cellule 
progenitrici circolanti a un algoritmo per la determinazione del rischio 
cardiovascolare, potrebbe essere in grado di migliorare la stratificazione del 
rischio e identificare un maggior numero di pazienti da sottoporre a prevenzione 
primaria o secondaria. 
 
Questi studi, nel loro insieme, hanno quindi dimostrato che il basso livello 
di cellule progenitrici circolanti (indipendentemente dal fenotipo CD34+/KDR+ o 
CD34+) rappresenta un biomarcatore di rischio cardiovascolare. 
Le EPC si configurano, quindi, come un biomarcatore di rischio 
cardiovascolare che non solo rispecchia la gravità della malattia, ma che ha 
anche un ruolo nel suo sviluppo e nella sua progressione. 
 
 
 
EPC, danno e riparazione vascolare nel diabete 
 
Tradizionalmente, l‟eccesso di danno a carico dell‟endotelio determinato 
dall‟iperglicemia e dalle anomalie metaboliche ad essa associate è stato 
considerato come il meccanismo principale di induzione dell‟aumentato rischio 
cardiovascolare nel diabete (Avogaro A et al.; 2008). 
Al contrario, i processi di riparazione vascolare e soprattutto quelli di 
manutenzione endoteliale sono stati sottovalutati per lungo tempo. Infatti, il 
turnover delle cellule vascolari è essenziale per far fronte ad un inevitabile 
tasso di senescenza e morte cellulare, persino in assenza di fattori di rischio 
cardiovascolare, di diabete o di patologia vascolare. Quindi, una visione più 
comprensiva dell‟equilibrio tra il danno vascolare e la sua riparazione 
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suggerisce che un‟alterata capacità rigenerativa delle cellule progenitrici 
derivate dal midollo osseo possa contribuire in maniera sostanziale alla alterata 
riendotelizzazione e neoangiogenesi nel diabete (Fadini GP; 2014). 
Numerose linee di evidenza indicano che il diabete dovrebbe essere 
considerato una malattia di alterato controllo del danno (Schaper NC et al.; 
2012) con difetti nelle vie di rigenerazione che normalmente conseguono al 
danno tissutale.  
Nel diabete sperimentale è stata dimostrata una compromissione della 
guarigione dopo il denudamento endoteliale (Ii M et al.; 2006) e l‟ischemia 
periferica (Rivard A et al.; 1999; Ebrahimian TG et al.; 2006; Hazarika S et al.; 
2007). La riproducibilità dei risultati rilevati in molteplici modelli di malattia indica 
che le risposte alterate associate al diabete sono attribuibili a difetti nei processi 
di riparazione piuttosto che ad eccesso di danno (Fadini GP; 2014).  
Tradizionalmente, la neoangiogenesi dopo l‟ischemia e la riendotelizza-
zione dopo danno endoteliale sono state considerate il risultato dell‟ attivazione, 
della proliferazione e della migrazione di cellule endoteliali residenti (Box 5). 
Tuttavia, successivamente alla scoperta delle cellule progenitrici endoteliali, la 
riendotelizzazione e la neoangiogenesi alterate nel diabete sono state anche 
attribuite alla biodisponibilità di cellule progenitrici endoteliali con una capacità 
rigenerativa alterata (Ii M et al.; 2006; Sorrentino SA et al.; 2007) mettendo, in 
tal modo, le cellule progenitrici circolanti al centro di una nuovo modello 
fisiopatologico di malattia vascolare diabetica (Fadini GP, Agostini C, Avogaro 
A; 2005; Fadini GP, Sartore S et al.; 2007). 
Inoltre, le alterazioni indotte dal contesto diabetico potrebbe persino 
dirigere le cellule progenitrici circolanti verso vie dannose che promuovono, 
piuttosto che proteggere, contro la progressione delle complicanze croniche, 
come la retinopatia proliferativa, la nefropatia e la calcificazione vascolare 
(Fadini GP; 2014).  
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EPC nel diabete mellito e nelle sue complicanze 
 
Il diabete è una delle condizioni cliniche in cui le alterazioni nelle EPCs 
sono state studiate in maggior dettaglio: numerosi studi hanno riportato che le 
EPCs sono ridotte in numero e sono disfunzionali nei pazienti con diabete tipo 1 
o tipo 2 (Fadini GP; 2008). 
Si ritiene che questo deteriori la salute vascolare nei pazienti diabetici,  
contribuendo così all‟inizio o alla progressione delle complicanze micro-
angiopatiche o macrovascolari (Fadini GP, Sartore S et al.; 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Box 9 – Glucose tolerance is negatively associated with circulating 
progenitor cell level. 
Fadini GP and Pucci L et al.,  Diabetologia 50: 2156-2163, 2007
CD34+
CD34+/KDR+
n. 24 (11%)
n. 61 (28%)
n. 134 (61%)
 
 
Cardiovascular parameters and the levels of circulating CD34(+) and CD34(+) 
kinase insert domain receptor (KDR)(+) cells were determined in 219 middle-aged 
individuals with no pre-diagnosed alterations in carbohydrate metabolism. Glucose 
tolerance was determined by fasting and 2 h post-challenge glucose levels, with 
IFG and IGT considered as pre-diabetic states. CD34(+) and CD34(+)KDR(+) cells 
were significantly reduced in individuals who were found to have diabetes mellitus, 
and were negatively correlated with both fasting and post-challenge glucose in the 
whole population. While only CD34(+) cells, but not CD34(+)KDR(+) cells, were 
significantly reduced in pre-diabetic individuals, post-challenge glucose was an 
independent determinant of the levels of both CD34(+) and CD34(+)KDR(+) cells. 
Glucose tolerance was negatively associated with progenitor cell levels in middle-
aged healthy individuals. Depletion of endothelial progenitors with increasing 
fasting and post-meal glucose may be one cause of the high incidence of 
cardiovascular damage in individuals with pre-diabetes. 
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E‟ stato dimostrato che il livello delle cellule progenitrici circolanti CD34+ 
(precursori indifferenziati delle EPC) è ridotto molto precocemente nella storia 
naturale del diabete mellito di tipo 2, in quanto può essere evidenziato anche in 
soggetti prediabetici, con IGT (impaired glucose tolerance) e/o IGF (impaired 
fasting glucose) (Fadini GP, Pucci L et al.; 2007) (Box 9) 
 
Box 10 - Time course of circulating progenitor cell reduction in the natural 
history of type 2 diabetes. 
Fadini GP et al.,  Diabetes Care 33: 1097-1102, 2010
,,,,,,,,
n. 32n. 43n. 40n. 205 n. 64 n. 20 n. 22
A trend toward
CD34+ KDR+ nadir
in newly diagnosed
type 2 diabetes and
a subsequent
reduction in
longer-standing
type 2 diabetes was
detected.
 
 
Reduction of bone marrow-derived circulating progenitor cells has been proposed 
as a novel mechanism of cardiovascular disease in type 2 diabetes. The present 
study was designed to describe the extent and potential mechanisms of progenitor 
cell reduction during the natural history of type 2 diabetes. We identified 425 
individuals, divided into seven categories according to carbohydrate metabolism 
status (normal glucose tolerance [NGT], impaired fasting glucose, impaired glucose 
tolerance [IGT], and newly diagnosed type 2 diabetes) and diabetes duration (0-9, 
10-19, and >or=20 years). These categories were examined as ideally describing 
the natural history of type 2 diabetes development and progression. We measured 
CD34+ and CD34+KDR+ progenitor cells by flow cytometry. In comparison to NGT, 
CD34+ cells were significantly reduced in IGT and had a first nadir in newly 
diagnosed type 2 diabetes and a second nadir after 20 years of diabetes. Statistical 
adjustment for possible confounders confirmed that CD34+ cell counts are deeply 
reduced at time of diagnosis, that they partially recover during the subsequent 0-19 
years, and that they dip again after >or=20 years. A similar, but less consistent, 
trend was detected for CD34+KDR+ cells. Peripheral blood CD34+ cells were 
directly correlated with bone marrow CD34+ cells and inversely correlated with 
CD34+ cell apoptosis. 
Circulating progenitor cell reduction marks the clinical onset of type 2 diabetes. 
Both defective mobilization and increased apoptosis may account for this 
phenomenon. While a partial recovery occurs during subsequent years, bone 
marrow reserve seems exhausted in the long term. 
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La deplezione delle cellule progenitrici persiste nel tempo ed è più severa 
nei pazienti con complicanze avanzate di malattia (Fadini GP, Miorin M et al.; 
2005, Fadini GP, Boscaro E et al.; 2010) (Box 10). 
Infatti, i livelli di EPC CD34+KDR+ sono correlati negativamente alla gravità 
delle complicanze vascolari periferiche nel diabete mellito di tipo 2 (Fadini GP, 
Sartore S et al.; 2006).  
E‟ stata osservata, per esempio, una correlazione positiva tra EPC e ABI 
(ankle brachial index, indice caviglia braccio), mentre i più bassi livelli di EPC 
circolanti sono stati osservati nei pazienti con ulcere ischemiche dei piedi 
(Fadini GP, Miorin M et al.; 2005). 
E‟ stato evidenziato, inoltre, che la deplezione del numero delle EPC 
circolanti è associata ad una maggiore incidenza di eventi cardiovascolari in 
differenti popolazioni (Fadini GP, Maruyama S et al.; 2010) che includono 
pazienti con diabete mellito e sindrome metabolica (Fadini GP, de 
Kreutzenberg SA et al.; 2009). 
Le alterazioni a carico delle EPCs non sono solamente quantitative, ma 
anche qualitative: per esempio, le EPCs isolate da pazienti diabetici con 
vasculopatia hanno mostrato una ridotta adesione all‟endotelio maturo ed una 
ridotta capacità di proliferazione in vitro rispetto alle EPCs isolate da pazienti 
diabetici privi di complicanze vascolari (Fadini GP, Sartore S et al.; 2006). 
Pertanto, le alterazioni delle EPC rispecchiano la severità e la 
progressione delle complicanze vascolari della malattia diabetica (Fadini GP, 
Avogaro A; 2011).  
Infatti, rispetto ai soggetti non diabetici, le early EPC sono ridotte di 
numero e mostrano profondi difetti di funzione già nei pazienti con diabete tipo 
2 in assenza di complicanze; tali alterazioni sono più severe nei diabetici tipo 2 
con macroangiopatia (Fadini GP, Sartore S et al.; 2007) (Box 11) 
Una riduzione ed una disfunzione precoci delle EPC sono state individuate 
anche in pazienti affetti da diabete di tipo 1, in maniera del tutto simile a quanto 
osservato per il diabete di tipo 2 (Loomans CJ et at.; 2004). 
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Box 11 – Generalised reduction of putative endothelial progenitor cells in 
type 2 diabetes by disease severity score. 
 
 
Egan CG et al.,  Diabetologia 51: 1296-1305, 2008
Severity score is based on 12 different clinical characteristics
 
 
 
In patients with type 2 diabetes, reduced levels of circulating endothelial 
progenitor cells have been reported and these have been correlated with disease 
severity. In this study, we examined a panel of markers widely used to identify 
progenitor and/or stem cells, and determined their association with disease 
severity in diabetic patients. 
 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 98 patients with type 2 
diabetes and 39 control individuals were analysed by flow cytometry for surface 
marker expression.  
 
Cells expressing different combinations of progenitor and/or stem cell markers 
were severely reduced in PBMCs of diabetic patients compared with those of 
control participants. Moreover, a number of these putative progenitor cell 
populations were negatively associated with disease severity. Reduced 
expression of CXCR4 and CD34/CXCR4-positive cells was also observed in 
diabetic patients. PBMCs expressing CXCR4 positively correlated with levels of 
progenitor cells in control participants but not in diabetic patients.  
 
Levels of putative progenitor and CXCR4-positive cells were further decreased in 
patients with diabetic complications, including cardiovascular and microvascular 
diseases.  
 
A generalised decrease in a range of progenitor cell populations was observed in 
type 2 diabetic patients. This reduction was also negatively associated with 
disease severity. 
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Nei giovani pazienti affetti da diabete mellito di tipo 1 le EPC CD34+KDR+ 
circolanti sono ridotte in numero rispetto ai soggetti di controllo, particolarmente 
in quelli che hanno un controllo glicemico sub-ottimale (Hortenhuber T et al.; 
2013), una maggiore durata del diabete, microangiopatia (Dessapt C et al.; 
2010, Brunner S et al.; 2009) ed iniziali segni (end-point intermedi) di 
macroangiopatia (Palombo C et al.; 2011, Sibal L et al.; 2009). Importante è 
sottolineare che, anche in assenza di microangiopatia, i giovani soggetti affetti 
da diabete di tipo 1 mostrano già una significativa deplezione di cellule 
progenitrici rispetto ai controlli di pari età e sesso (Sibal L et al.; 2009). Quindi, 
ancora una volta, la precocità delle alterazioni delle EPC suggerisce un 
possibile coinvolgimento di queste cellule nella fisiopatologia della malattia e, 
soprattutto, delle sue complicanze (Fadini GP, Avogaro S; 2011). 
In letteratura sono state descritte alterazioni sia quantitative che qualitative 
delle EPC in tutte le complicanze microangiopatiche del diabete (Fadini GP; 
2014). Tuttavia, è necessario precisare che, mentre la macroangiopatia e 
l‟incidenza della malattia cardiovascolare sono state associate in maniera 
consistente con la riduzione/disfunzione delle EPC, relativamente pochi sono gli 
studi sull‟associazione con la microangiopatia (Fadini GP; 2014).  
Lo sviluppo della retinopatia diabetica si caratterizza per la comparsa di 
alterazioni peculiari delle cellule progenitrici endoteliali. Se, da un lato, le 
anomalie precoci della retinopatia diabetica sono simili alle alterazioni 
microcircolatorie periferiche (danno endoteliale), nelle fasi avanzate di questa 
complicanza può prevalere la formazione di neovasi e quindi una condizione 
proliferativa. E‟ interessante come queste fasi si rilettano in diverse alterazioni 
delle EPC: nelle fasi iniziali il livello circolante delle EPC può essere normale o 
ridotto (Brunner S et al.; 2009), mentre nelle fasi avanzate con proliferazione 
vascolare si osserva un anomalo incremento delle EPC circolanti (Fadini GP, 
Sartore S, Baesso I et al.; 2006; Asnaghi Vet al.; 2006; Brunner S et al.; 2009; 
Tan K et al.; 2010; Brunner S et al.; 2011). Tale eccesso di EPC può contribuire 
alla angiogenesi inappropriata a livello della retina, come dimostrato in 
molteplici modelli sperimentali (Liu X et al.; 2010; Butler JM et al.; 2005). 
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Tuttavia, studi clinici longitudinali che collegano i livelli di EPC alla 
progressione verso le fasi avanzate della retinopatia non sono attualmente 
disponibili (Fadini GP; 2014). 
Tra le complicanze microangiopatiche, anche la nefropatia diabetica è 
stata associata ad alterazioni significative delle EPC. 
In generale, l‟insufficienza renale cronica crea uno sbilanciamento fra 
fattori che promuovono il danno endoteliale e fattori di riparazione, con aumento 
dei frammenti di cellule endoteliali in circolo (microparticelle endoteliali) e 
riduzione del livello delle EPCs (Rodriguez-Ayala E et al.; 2005). 
Più specificamente, nel contesto della nefropatia diabetica, è stato 
riportato come il livello di cellule progenitrici circolanti CD34+ sia 
significativamente ridotto in pazienti con diabete mellito di tipo 2 e 
microalbuminuria, rispetto ai pazienti non microalbuminurici (Makino H et al.; 
2009). Gli stessi autori hanno inoltre evidenziato che il livello basale delle 
cellule CD34+ predice il progressivo peggioramento della microalbuminuria. 
Tuttavia, è necessario ricordare che la presenza di microalbuminuria, 
soprattutto nel diabete di tipo 2, non è necessariamente da considerare 
espressione di nefropatia e non ha sempre un andamento progressivo. 
I dati ottenuti in pazienti con diabete di tipo 1 sono discordanti. Mentre 
Reinhard et al. non hanno identificato alcuna alterazione nelle colture precoci di 
EPC ottenute da pazienti con diabete di tipo 1, confrontando soggetti affetti da 
nefropatia con soggetti di controllo (Reinhard H et al.; 2011), Dessapt et al. 
confermano, invece, che la presenza di microalbuminuria si associa sia ad una 
riduzione del numero delle EPC circolanti che a disfunzione delle EPCs in vitro 
(Dessapt C et al.; 2010). 
Il nesso fisiopatologico tra alterazioni delle EPC e iniziale glomerulopatia è 
confermato da studi nell‟animale che mostrano come le cellule progenitrici di 
origine midollare contribuiscano al ripopolamento dell‟endotelio glomerulare e 
come le lesioni glomerulari tipiche del diabete siano, in certa misura e nelle fasi 
iniziali, anatomicamente reversibili (Ikarashi K et al.; 2005). Una overwiew dei 
rapporti tra EPC e complicanze del diabete è riportata in Box 12). 
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Box 12 - Overview degli studi relativi ai rapporti tra EPC e complicanze del 
diabete (prima parte). 
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Box 12 - Overview degli studi relativi ai rapporti tra EPC e complicanze del 
diabete (seconda parte). 
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Nel complesso, i dati disponibili tra presenza/evoluzione della nefropatia 
diabetica e le alterazioni delle EPC sono contraddittori e quindi tutt‟altro che 
conclusivi (Fadini GP; 2014). 
Nessuno studio clinico ha finora valutato il rapporto tra le EPC la 
neuropatia diabetica, sia essa autonomica o somatica. Queste complicanze 
riconoscono una patogenesi in parte microangiopatica ed è pertanto possibile 
ipotizzare che la riduzione delle EPC possa contribuire allo sviluppo della 
neuropatia diabetica. Dati sperimentali ottenuti nell‟animale suggeriscono che le 
EPC possano essere coinvolte nella riparazione e nella rigenerazione dei vasa 
nervorum e quindi confermano la possibile associazione tra riduzione delle EPC 
e sviluppo di neuropatia diabetica (Jeong JO et al.; 2009, Naruse K et al.; 
2005). 
 
Le lipoproteine ad alta densità (HDL): inquadramento e definizione 
 
Le HDL appartengono alla famiglia delle lipoproteine. Sono dei grandi 
complessi, generalmente sferici, che hanno la funzione di trasportare i lipidi 
(principalmente trigliceridi, esteri del colesterolo e vitamine liposolubili) 
attraverso i liquidi corporei (plasma, liquidi interstiziali, linfa) da e verso i tessuti. 
Le lipoproteine svolgono un ruolo essenziale nell‟assorbimento del 
colesterolo introdotto con la dieta, degli acidi grassi a catena lunga e delle 
vitamine liposolubili, nel trasporto di trigliceridi, colesterolo e vitamine 
liposolubili dal fegato ai tessuti periferici e nel trasporto del colesterolo dai 
tessuti periferici al fegato. Le lipoproteine contengono un nucleo di lipidi 
idrofobici (trigliceridi ed esteri del colesterolo) circondato sia da lipidi idrofilici 
(fosfolipidi e colesterolo non esterificato) che da proteine. Esse vengono 
suddivise in base alla loro densità relativa in cinque classi principali: i 
chilomicroni, le lipoproteine a densità molto bassa (VLDL), le lipoproteine a 
densità intermedia (IDL), le lipoproteine a bassa densità (LDL) e lipoproteine ad 
alta densità (HDL) (Kratzer A et al.; 2014) (Box 13). Tutte le lipoproteine sono 
estremamente complesse. 
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Box 13 – Particelle HDL: complessità ed eterogeneità. 
d eterogeneità. 
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Box 13 – segue. 
 
 
Normal HDL metabolism (central panel) involves modulation of the 
composition and structure of the lipoprotein: apolipoprotein secretion mainly 
by the liver and intestine; assembly of discoidal HDL by phospholipids (PL) 
and free cholesterol (FC) lipidation; further lipid enrichment in cholesterol 
ester (CE) and PL by LCAT and PLTP action, respectively, raising small 
spherical HDL; exchange of CE with TG with VLDL/LDL mediated by CETP 
increasing the size of HDL particles; and delivery of CE, TG and PL to the 
liver by action of hormone sensitive lipase (HL) and SR-BI.  
 
Additional properties increase the complexity of HDL by generation of a large 
set of particles:  
 
(A) The availability of several exchangeable apolipoproteins (ApoA-I, 
ApoA-II, ApoE, and to a lesser extension ApoA-IV) present in HDL 
particles as different combinations may entail different functionalities. 
  
(B) Each of these exchangeable apolipoproteins is highly dynamic leading 
to changes of its tertiary structure upon changes of HDL particle 
composition. These structural modifications can expose or hide 
different regions/domains of the protein that could be potentially 
important for interaction with other proteins.  
 
(C) More than 80 proteins have been identified to be associated with HDL, 
including: ApoM (about 5% of all HDL particles), PON-1 (10–12% of all 
HDL particles), ApoL-I, SAA, or Clusterin (ApoJ). Each of these 
proteins accomplishes specific functions that have been associated 
with HDL functions, for example, the antioxidative properties of PON-1 
or the immune functions of ApoL-I in fighting Trypanosoma infection.  
 
(D) Further heterogeneity derives from different lipid compositions of HDL 
particles. Lipids carried by HDL are not only a mere cargo but can play 
important roles for HDL function. A well-characterized example is 
sphingolipid S1P, a crucial player for HDL-mediated signal 
transduction to numerous cell types. Interestingly, ApoM is required for 
HDL being a carrier of S1P, and this protein is only present in about 
5% of HDL particles.  
 
LpA-I: lipoprotein A-I; PL: phospholipids; FC: free cholesterol; LCAT: lecithin 
cholesterol acetyltransferase; CE: cholesterol ester; PLTP: phospholipid 
transfer protein; TG: triglycerode; HL: hormone sensitive lipase; PON-1: 
Paraoxonase 1; ApoJ: Clusterin; SAA: serum amyloid A; S1P: sphingosine 1 
phosphate. 
 
(Kratzer A et al.; 2014) 
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Le HDL, le lipoproteine ad alta densità, sono composte da lipidi (fosfolipidi, 
colesterolo esterificato e non esterificato, trigliceridi) e da proteine. La principale 
proteina presente nelle HDL è la apolipoproteina A-I (apoA-I), tuttavia sono 
state identificate più di 80 proteine associate a queste particelle (Vaisar T et al.; 
2012; Kratzer A et al.; 2014).  
La principale funzione delle HDL è il cosiddetto trasporto inverso del 
colesterolo (RTC) ovvero le HDL hanno il compito primario di rimuovere 
l‟eccesso di colesterolo accumulato a livello delle cellule periferiche e di 
trasportarlo al fegato dove viene eliminato mediante escrezione biliare sia 
direttamente che tramite la conversione ad acidi biliari. 
 
 
Meccanismi di protezione cardiovascolare mediati dalle HDL 
 
Basse concentrazioni plasmatiche di colesterolo HDL rappresentano un 
fattore di rischio forte ed indipendente per malattia cardiovascolare (Kontush A; 
2014). Al contrario, elevati valori di colesterolo HDL non necessariamente 
proteggono dagli eventi cardiovascolari (Chapman MJ; 2005). 
L‟esistenza di un considerevole rischio cardiovascolare a livelli di 
colesterolo HDL al di sopra del range di normalità ha condotto all‟ipotesi della 
funzione delle HDL, secondo la quale i livelli plasmatici di colesterolo HDL da 
soli non riflettono tutte le sfaccettature del potenziale ateroprotettivo delle HDL 
(Francis GA; 2010; Navab M et al.; 2009; Khera AV et al.; 2011; Navab M et al.; 
2011). 
L‟ipotesi presuppone che i meccanismi di ateroprotezione HDL-mediata 
siano espressione delle attività biologiche anti-aterogeniche di queste particelle, 
generalmente chiamate  “funzione delle HDL” o “funzionalità delle HDL”; queste 
attività non sono necessariamente proporzionali alle concentrazioni plasmatiche 
di colesterolo HDL (Kontush A; 2014). 
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Box 14 - Number of publications related to mechanisms underlying major 
biological activities of HDL. Source: PudMed, state: 22.03.2014. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(A) Number of publications related to mechanisms underlying major 
biological activities of HDL. Source: PudMed, state: 22.03.2014. Search for 
the term HDL combined with one of the following: (cholesterol efflux OR lipid 
efflux OR phospholipid efflux), 1673 items found; (anti-inflammatory OR 
antiinflammatory), 1610; brain, 903; (vasodilatory OR vasodilation OR 
vasodilatation OR), 564; (antioxidative OR antioxidative), 397; (antiinfectious 
OR anti-infectious), 208; (anti-thrombotic OR antithrombotic), 137; 
(microRNA OR microRNAs), 71; (cytoprotective OR antiapoptotic OR anti-
apoptotic), 50. (B) Word cloud generated using the terms listed above at their 
observed frequencies. 
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Infatti, innumerevoli studi in vitro e in vivo (Box 14) documentano le 
molteplici attività ateroprotettive delle particelle HDL, che includono la capacità 
di proteggere l‟endotelio vascolare attraverso l‟efflusso cellulare di colesterolo, 
di ridurre la apoptosi cellulare, di modulare la vasodilatazione del micro- e del 
macrocircolo, di proteggere dall‟ossidazione, di combattere l‟infezione batterica, 
di contenere la risposta infiammatoria, di ridurre l‟attivazione delle piastrine, di 
regolare l‟espressione genica attraverso i micro-RNA e anche di migliorare il 
metabolismo del glucosio (Stein O et al.; 1999; Nofer JR et al.; 2002; Assmann 
G et al.; 2003; Assmann G et al.; 2004; Navab M et al.;2004; Kontush A et al.; 
2006; Gordon SM et al.; 2011). 
 
Efflusso cellulare di colesterolo 
 
Molte tra le attività delle HDL interessano direttamente l‟endotelio a livello 
del quale esercitano un potente effetto vasoprotettivo. Innanzitutto, le HDL 
rimuovono il colesterolo dalle cellule della parete arteriosa, principalmente dai 
macrofagi e dalle foam cells derivate dai macrofagi. Questa attività biologica 
delle HDL è ben conosciuta ed è considerata il primo e principale step nel 
trasporto inverso del colesterolo (reverse cholesterol transport; RCT) dalle 
cellule periferiche verso il fegato per l‟escrezione nella bile (Kotush A; 2014). 
L‟efflusso del colesterolo viene considerato la proprietà ateroprotettiva più 
rilevante delle HDL (Box 15). Tale attività costituisce la base dell‟associazione 
tra livelli circolanti di colesterolo HDL e rischio cardiovascolare (von Eckardstein 
A et al.; 2001). Infatti, in accordo con l‟ipotesi originaria, la cosiddetta “HDL 
hypothesis” (Miller GJ et al.; 1975; Rader DJ; 2014), basse concentrazioni 
plasmatiche di colesterolo HDL accelerano lo sviluppo dell‟aterosclerosi 
compromettendo la rimozione del colesterolo dalle pareti delle arterie (Kotush 
A; 2014; Remaley AT et al.; 2014). 
A favore del ruolo centrale svolto dall‟efflusso di colesterolo mediato dalle 
HDL nella protezione dall‟aterogenesi, è stato dimostrato che i tassi di efflusso 
di colesterolo dai macrofagi sembrano riflettere la presenza di malattia 
vascolare ancor più degli stessi livelli di colesterolo HDL (Khera AV et al.; 2011; 
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Li XM et al.; 2013; Calabresi L et al.; 2014; Birner-Gruenberger R et al.; 2014). 
 
 Box 15 – Diagram of the Reverse Cholesterol Transport (RCT) pathway. 
 
 
 
 
 
 
 
 
The first step beings with the formation of nascent Preß-HDL, which largely 
occurs in the liver and to a lesser degree in the intestine, when apoA-I 
acquires phospholipid and a small amount of cholesterol by the ABCA1 
transporter.  
 
Preß-HDL is then transformed into a larger discoidal species of HDL called 
alpha4 HDL when it acquires additional lipid by ABCA1 transporters in the 
periphery. HDL is then transformed into spherical alpha1-3 forms of HDL after 
acquiring additional lipid by other transporters and proteins on cell 
membranes, such as ABCG1 or SR-BI, or by a passive diffusion process.  
 
LCAT is involved in this process by converting cholesterol to cholesteryl 
esters, which migrate into the core of HDL. Cholesterol on HDL can be 
delivered directly to the liver after uptake by SR-BI, which then regenerates 
Preß-HDL. Alternatively, cholesteryl ester is transferred in exchange for 
triglycerides to VLDL and LDL by CETP and LDL is eventually delivered to 
the liver by the LDL-receptor. Cholesterol is then excreted by the liver either 
as free cholesterol or is converted to a bile salt. 
 
  
50 
Inoltre, a favore di questa ipotesi interviene l‟osservazione che l‟infusione 
di HDL native o ricostituite (rHDL) è in grado di promuovere l‟efflusso di 
colesterolo dalla placche aterosclerotiche in vivo (Kingwell BA et al.; 2013). 
 
Azioni Vasodilatatorie 
 
Esiste tuttavia una crescente evidenza a sostegno della rilevanza 
fisiopatologica di altre azioni anti-aterogeniche delle HDL esercitate a livello 
dell‟endotelio, oltre l‟efflusso del colesterolo (Nofer JR et al.; 2002; Assmann G 
et al.; 2003; Assmann G et al.; 2004; Navab M et al.; 2004; Kotush A et al.; 
2006). 
Le proprietà protettive delle HDL sull‟endotelio comprendono l‟azione 
vasodilatatoria, che riflette principalmente la loro capacità di stimolare la 
produzione di NO a livello delle cellule endoteliali (Nofer JR et al.; 2004; Drew 
BG et al.; 2004; Mineo C et al.; 2006) ma anche la produzione di prostacicline 
(Beitz  J et al.; 1980; Norata GD et al.; 2004). 
 
Azioni citoprotettive 
 
Le particelle di HDL mostrano potenti azioni citoprotettive. In virtù di 
queste proprietà, le HDL proteggono sia i macrofagi che le cellule endoteliali 
dall‟apoptosi indotta dal colesterolo libero e dalle LDL ossidate (Negre-Salvayre 
A et al.; 2006; Terasaka N et al.; 2007). 
Le HDL, inoltre, proteggono le cellule endoteliali dalla apoptosi cellulare 
indotta dai chilomicroni e dai remnant (Speidel MT et al.; 1990), dal TNF- 
(Sugano M et al.; 2000), dalle proteine del sistema del complemento (Hamilton 
KK et al.; 1993), e dalla riduzione dei fattori di crescita (Nofer JR et al.; 2001). 
La protezione HDL-mediata dall‟apoptosi indotta dal colesterolo libero o 
dalle LDL ossidate è mediata dall‟efflusso cellulare di colesteroli ossidati, 
principalmente del 7-chetosterolo (Terasaka N et al.; 2007; Terasaka N et al.; 
2008; Yvan-Charvet L et al.; 2010). 
La citoprotezione è inoltre correlata alle azioni antiossidanti intracellulari 
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delle HDL (Sugano M et al.; 2000; Suc I et al.; 1997; Robbesyn F et al.; 2003; 
de Souza JA et al.; 2010) che includono una ridotta generazione cellulare di 
anione superossido e/o di perossido di idrogeno secondari alla down-regulation 
della produzione di superossidi ad opera sia della NADPH ossidasi che della 
catena di trasporto degli elettroni mitocondriale (Kontush A; 2014). 
Inoltre, anche la stimolazione della sintesi di NO indotta dalle HDL può 
contribuire in maniera significativa ai suoi effetti citoprotettivi (Mineo C et al.; 
2003). 
Un‟altra attività citoprotettiva delle HDL, rilevante per la loro capacità di 
vasoprotezione, è associata all‟inibizione dell‟apoptosi, del distacco cellulare, e 
della degradazione della matrice extracellulare indotta dalla elastasi nelle 
cellule muscolari liscie vasali umane (Ortiz-Munoz G et al.; 2009). Una tale 
azione anti-elastasica può essere messa in relazione alla presenza nelle HDL 
di inibitori della serpin-peptidasi che includono l‟alfa-1 anti-tripsina (Vaisar T et 
al.; 2007). 
 
 
Azioni anti-infiammatorie e antiossidanti 
 
Le particelle di HDL svolgono varie azioni anti-infiammatorie che nel loro 
insieme possono contribuire alla soppressione o al contenimento della risposta 
infiammatoria cronica che si sviluppa a livello della parete vascolare in seguito 
alla deposizione del colesterolo derivato dalle LDL (Barter  PJ et al.; 2004; 
Murphy AJ, Chin-Dusting  JP et al.; 2009; Wang SH et al.; 2010; Saemann MD 
et al.; 2010).  
Le HDL riducono in maniera molto efficace l‟espressione delle molecole di 
adesione sulle cellule endoteliali attivate dalle citochine e, in tal modo, 
inibiscono l‟adesione dei monociti all‟endotelio sia in vitro che in vivo (Shaw JA 
et al.; 2008; van Leuven SI et al.; 2009; Cockerill GW et al.; 1995; Calabresi L 
et al.; 1997; Baker PW et al.; 1999). 
Le HDL, inoltre, inibiscono direttamente l‟attivazione dei monociti 
riducendo l‟espressione di chemochine e di recettori per le chemochine 
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attraverso la modulazione di NFkB e del PPAR gamma (Bursill CA et al.; 2010; 
Drew BG, Duffy SJ, Formosa MF et al.; 2009; Drew BG, Duffy SJ, Forbes JM et 
al.; 2009). Le azioni delle HDL sui monociti includono anche una riduzione della 
generazione degli stessi a partire dalle cellule mieloidi (Yvan-Charvet  L et al.; 
2009). 
Infine, le particelle di HDL inibiscono la stimolazione delle cellule T 
mediata dalle cellule presentanti l‟antigene (Yu BL et al.; 2010) e l‟attivazione 
dei monociti mediata dalla stimolazione delle cellule T (Hyka N et al.; 2001); in 
tal modo le HDL inibiscono la produzione di citochine pro-infiammatorie e 
chemochine indotte dal contatto delle cellule T con i monociti (Gruaz L et al.; 
2010; Burger D et al.; 2002).  
Le HDL possono anche ripristinare il processo migratorio dei macrofagi e 
delle cellule dendritiche derivate dai monociti e determinare, anche in questo 
modo, la risoluzione delle reazioni infiammatorie nelle placche aterosclerotiche 
(Yu BL et al.; 2010, Pagler TA et al.; 2011). Oltre a ciò, le HDL riducono in 
maniera consistente l‟attivazione dei neutrofili sia in vitro che in vivo (Liao XL et 
al.; 2005; Murphy AJ, Suhartoyo A et al.; 2009). 
Nel complesso, questi effetti costituiscono un‟importante aspetto delle 
funzioni svolte dalle HDL sull‟immunità innata e sull‟immunità adattativa. I 
molteplici effetti delle HDL sul sistema immune suggeriscono tra l‟altro che 
numerosi meccanismi di azione possono essere operativi (Kontush A; 2014; 
Birner-Gruenberger R et al.; 2014) (Box 16). 
 
Le proprietà antiossidanti delle HDL sono strettamente collegate al loro 
potenziale anti-infiammatorio. Infatti, le modificazioni ossidative delle lipo-
proteine ricche in colesterolo, soprattutto delle LDL trattenute nella parete 
arteriosa, hanno come conseguenza la formazione di fosfolipidi ossidati che 
sono fortemente pro-infiammatori (Navab M et al.; 2009). 
L‟ipotesi patogenetica del processo aterosclerotico centrata sulla risposta 
alla ritenzione delle LDL suggerisce che i vari prodotti dell‟ossidazione delle 
lipoproteine, agendo in maniera additiva, inducono una risposta infiammatoria 
locale (Stocker R et al.; 2004; Tabas I et al.; 2007). 
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 Box 16 - Potential atheroprotective activities of HDL. 
 
Inhibitory activities of HDL are shown in red and activating/promoting HDL 
activities in green.  
(1) HDL has the ability to inhibit monocyte adhesion by inhibiting 
vascular cell adhesion molecule (VCAM-1), intercellular cell adhesion 
molecule (ICAM-1), and E-selectin expression and  
(2) suppresses monocyte chemotaxis by inhibiting chemokine secretion, 
such as monocytic chemotactic protein-1 (MCP1).  
(3) HDL promotes cholesterol efllux from macrophage foam cells via the 
cholesterol exporter ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), 
ABCG1 and scavenger receptor type 1 (SRBI) thereby 
(4) preventing excessive cholesterol accumulation and  
(5) the secretion of pro-inflammatory cytokines from lipid-laden 
macrophages.  
(6) HDL enters the lymphatic vessels via SR-BI to promote reverse 
cholesterol transport.  
(7) HDL inhibits smooth muscle cells (SMC) proliferation and migration 
into the intima. 
(8) HDL binding to endothelial SR-BI and presenting HDL associated 
sphingosine-1-phosphate (S1P) to endothelial S1P receptors (S1PR) 
activates endothelial nitric oxide synthase (eNOS). In addition, HDL 
induced cholesterol efllux via ABCG1 reduces inhibitory interaction of 
eNOS with cavelon-1 (CAV1).  
(9) Activation of cholesterol efllux pathways by HDL via ABCA1 and 
ABCG1 controls the proliferation of hematopoietic stem cells 
(HPSC). 
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La protezione delle LDL dall‟ossidazione mediata dalle HDL può quindi 
avere come risultato l‟inibizione dell‟infiammazione (Kontush A; 2014). In vitro, 
le HDL possono proteggere le LDL ed altre lipoproteine dallo stress ossidativo 
indotto da vari pro-ossidanti (Kontush A; 2014). 
La rimozione dei lipidi ossidati dalle LDL o dalle cellule rappresenta il 
primo step della protezione HDL-mediata dal danno ossidativo indotto dai 
radicali liberi. Infatti, in vitro, i fosfolipidi perossidati sono rapidamente trasferiti 
dalle LDL ossidate alle HDL al momento della loro co-incubazione (Zerrad-
Saadi A et al.; 2009). L‟inattivazione dei lipidi ossidati associati con le particelle 
di HDL rappresenta il secondo step in questa via antiossidante (Kontush A et 
al.; 2010). 
In funzione dalla loro struttura, i lipidi ossidati possono essere ridotti dalla 
ApoA-I e da altre componenti delle HDL con attività riducente (Zerrad-Saadi A 
et al.; 2009; Sattler W et al.; 1995; Christison JK et al.; 1995; Garner B, Witting 
PK et al.; 1998; Garner B, Waldeck AR et al.; 1998), oppure possono essere 
idrolizzati dagli enzimi idrolitici associati alle HDL (Navab M et al.; 2004; Van 
Lenten BJ et al.; 2001). 
Come conseguenza, le particelle di HDL costituiscono il principale veicolo 
di trasporto dei lipidi ossidati nel plasma umano e possono funzionare come 
una sorta di contenitore per i lipidi ossidati (Bowry VW et al.; 1992; Proudfoot 
JM et al.; 2009) in grado di accumularli nel core delle particelle stesse quando 
la capacità di inattivazione dei lipidi ossidati è saturata.  
Analogamente, gli idroperossidi degli esteri del colesterolo (cholesteryl 
ester hydroperoxides) possono essere rapidamente rimossi dalle HDL 
attraverso l‟uptake selettivo da parte del fegato mediato dal recettore SR-BI 
(Christison J et al.; 1996). 
Le HDL, infine, inibiscono la produzione di specie reattive dell‟ossigeno 
(ROS) e riducono lo stress ossidativo intracellulare sia in vitro (Sugano M et al.; 
2000; Yvan-Charvet L et al.; 2010; Suc I et al.; 1997; Robbesyn F et al.; 2003; 
Tabet F et al.; 2011), che in vivo (Nicholls SJ et al.; 2005). Queste azioni anti-
ossidanti delle HDL richiedono l‟interazione con recettori di superficie tra cui 
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SR-BI a ABCG1 (de Souza et al.; 2010, Tabet et al.; 2011), ma non 
necessitano di contatto diretto tra le HDL e gli agenti pro-ossidanti nel 
compartimento extracellulare (Kontush A; 2014). La diminuita produzione 
intracellulare di superossido e/o di perossido di idrogeno viene riconosciuta tra i 
meccanismi che regolano gli effetti antiossidanti delle HDL sulle cellule 
endoteliali (de Souza JA et al.; 2010). 
 
Protezione dalle infezioni 
 
Le HDL plasmatiche svolgono numerose attività anti-infettive che 
contribuiscono alla immunità innata. Infatti, le HDL legano i lipopolisaccaridi 
(LPS) circolanti e partecipano alla loro rimozione epatica attraverso la bile; in tal 
modo le HDL inibiscono l‟attivazione cellulare LPS-indotta (Pajkrt D et al.; 1996; 
Levels JH et al.; 2001; Stoll LL et al.; 2004; Wu A et al.; 2004; Levels JH et al.; 
2007) e proteggono contro lo shock endotossico in modelli animali (Wurfel MM 
et al.; 1994; Levine DM et al.; 1993). 
 
Modulazione del metabolismo del glucosio 
 
Le HDL migliorano efficacemente il metabolismo del glucosio attraverso 
vari meccanismi che includono una migliorata secrezione di insulina parte delle 
cellule beta pancreatiche e una aumentata sensibilità insulinica associate al 
mantenimento dell‟omeostasi del colesterolo (Drew BG, Duffy SJ, Formosa MF 
et al.; 2009; Drew BG, Duffy SJ, Forbes JM et al.; 2009; von Eckardstein A et 
al.; 2011). 
Infatti, le infusioni di HDL ricostituite riducono il glucosio plasmatico ed 
aumentano l‟insulina plasmatica quando comparate con placebo in pazienti con 
diabete mellito di tipo 2 (Drew BG, Duffy SJ, Formosa MFet al.; 2009, Drew BG, 
Duffy SJ, Forbes JM et al.; 2009). 
In vitro le HDL accelerano la secrezione di insulina delle cellule beta 
attraverso un meccanismo che richiede la rimozione dell‟eccesso di colesterolo 
tramite ABCA1 (Drew BG, Duffy SJ, Forbes JM et al.; 2009; Fryirs MA et al.; 
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2010). Un'altro meccanismo che contribuisce al miglioramento della sensibilità 
insulinica sotto l‟azione delle HDL coinvolge la protezione delle cellule beta 
pancreatiche dall‟apoptosi (Rutti S et al.; 2009; Petremand J et al.; 2009). 
Inoltre, le HDL migliorano la sensibilità insulinica a livello del muscolo 
scheletrico. Specificamente, le HDL attivano la via AMPK attraverso una 
aumentata fosforilazione dell‟acetil-CoA carbossilasi 2 (ACC-beta) e aumentano 
l‟uptake di glucosio da parte delle cellule del muscolo scheletrico in coltura 
(Drew BG, Duffy SJ, Forbes JM et al.; 2009; Dalla-Riva J et al.; 2013). Gli effetti 
benefici delle HDL sul metabolismo del glucosio possono egualmente 
interessare gli adipociti (Kotush A; 2014). 
 
 
Riduzione dell‟attivazione delle piastrine 
 
Le HDL esercitano numerosi effetti antitrombotici che principalmente 
includono la riduzione della attività delle piastrine, come direttamente 
dimostrato ex vivo in trials di intervento (Calkin AC et al.; 2009; Lerch PG et al.; 
1998). 
In vitro le attività antitrombotiche delle HDL sono espresse come azioni 
inibitorie dose–dipendenti sull‟aggregazione piastrinica stimolata da agonisti, 
sul legame con il fibrinogeno, sulla secrezione di granuli, sulla produzione di 
trombossano A2 e di acido 12-idrossi-eicosatetranoico (Nofer JR et al.; 2002; 
Lerch PG et al.; 1998; Nofer JR et al.; 1998; Calabresi L et al.; 2003). 
Le HDL riducono l‟aggregazione piastrinica mediata dalla glicoproteina 
IIb/IIIa in risposta alla trombina, al collagene, all‟ADP e all‟adrenalina (Nofer JR 
et al.; 1998; Higashihara M et al.; 1991; Beitz J et al.; 1992; Surya II et al.; 
1992; Fujimoto Y et al.; 1994). 
Oltre ai loro effetti sulle piastrine, le HDL esercitano effetti antitrombotici 
anche sulle cellule endoteliali (Holy EW et al.; 2009). Tra i mediatori delle azioni 
antipiastriniche delle HDL vi è l‟aumentata produzione di NO innescata dalla 
interazione delle HDL con l‟SR-BI delle piastrine (Chen WJ et al.; 1994; Nofer 
JR et al.; 2010). 
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Analogamente, gli effetti antitrombotici delle HDL nei confronti delle cellule 
endoteliali dipendono dalla stimolazione della produzione cellulare di NO (Holy 
EW et al.; 2009). Infine, le HDL possono inibire i fattori che promuovono la 
coagulazione del sangue tra cui il fattore tissutale (TF) e i fattori X, Va e VIIIa 
(Calabresi L et al.; 2003). 
 
 
Regolazione dell‟espressione genica attraverso i microRNA 
 
E‟ stato recentemente dimostrato che le HDL trasportano microRNA 
(miRs) non codificanti (Vickers KC et al.; 2011). Numerose copie di diversi 
microRNA sono trasportate dalle HDL circolanti nell‟uomo (Wagner J et al.; 
2013). 
I microRNA sono regolatori intracellulari chiave dell‟espressione genica 
che controllano a livello post-trascrizionale l‟omeostasi cellulare del colesterolo, 
incluso l‟efflusso del colesterolo (Chen WJ et al.; 2013). 
Le HDL trasportano microRNA che controllano il metabolismo del 
colesterolo (Rayner KJ et al.; 2014). Il micro RNA-33, per esempio, down-
regola l‟espressione di ABCA1 e ABCG1 e riduce la biogenesi delle HDL nei 
topi (Rayner KJ et al.; 2014; Rayner KJ et al.; 2010; Hu YW et al.; 2010; 
Fernandez-Hernando C et al.; 2011; Najafi-Shoushtari SH et al.; 2010; Horie T 
et al.; 2010).  
Come corollario, sia l‟antagonismo (Rayner KJ et al.; 2011) che il deficit 
(Horie T et al.; 2012) del microRNA-33 aumenta i livelli di colesterolo HDL, 
migliora l‟efflusso di colesterolo dai macrofagi, e previene la progressione 
dell‟aterosclerosi. Questi effetti anti-aterosclerotici individuano nell‟antagonismo 
e nella down regulation del microRNA-33 altrettante nuove strategia per l‟atero-
protezione (Kontush A; 2014). 
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Le HDL nel soggetto diabetico 
 
Numerosi studi hanno evidenziato che le HDL dei soggetti diabetici sono 
disfunzionali. 
Focalizzandosi specificatamente sul diabete mellito di tipo 2, uno dei 
principali meccanismi della disfunzione delle HDL è la glicosilazione non 
enzimatica di tali particelle (Santos-Gallego CG & Rosenson RS; 2014). 
E‟ stato dimostrato che la glicosilazione non enzimatica della ApoA-I altera 
tutti gli effetti benefici delle particelle di HDL: (1) riduce l‟efflusso di colesterolo 
ABCA1-dipendente e riduce l‟attivazione di LCAT mediata dalle HDL (Hoang A 
et al.; 2007); (2) l‟usuale inibizione dell‟espressione di VCAM1 endoteliale, 
viene persa dalle HDL dei diabetici di tipo 2 con malattia cardiovascolare, 
favorendo, in questo modo, l‟adesione dei macrofagi alle cellule endoteliali 
attivate (Ansell BJ et al.; 2003; Besler C et al.; 2011; Riwanto M et al.; 2013) e 
riducendo l‟attività anti-infiammatoria delle HDL; (3) le HDL dei pazienti con 
diabete di tipo 2 perdono i loro effetti vaso rilassanti, infatti le HDL isolate da 
pazienti con diabete mellito di tipo 2 hanno una ridotta capacità di stimolare la 
produzione endoteliale di NO, di indurre la vasodilatazione endotelio-
dipendente e di promuovere la riparazione endoteliale mediata dalle cellule 
progenitrici endoteliali (Sorrentino SA et al.; 2010); (4) le HDL dei pazienti con 
diabete mellito di tipo 2 con malattia cardiovascolare non inibiscono l‟apoptosi 
endoteliale perché non riescono ad attivare le proteine anti-apoptotiche mentre, 
simultaneamente, stimolano le vie pro-apoptotiche (Riwanto M et al.; 2013). 
Oltre alla glicosilazione non enzimatica, sono stati descritti altri 
meccanismi che spiegano la disfunzione delle HDL nel diabete.  
L‟infiammazione cronica nel diabete mellito di tipo 2 aumenta la proteina 
amiloide sierica A (SSA) (Choudhury RP et al.; 1999). Tale proteina sostituisce 
la ApoA-I sulla superficie delle HDL generando, in questo modo, ApoA-I libera  
che viene più rapidamente eliminata dal rene (Santos-Gallego CG & Rosenson 
RS; 2014). 
Inoltre nei pazienti con diabete mellito tipo 2 è aumentato lo stress 
ossidativo e questo determina sia una riduzione dei livelli di PON1 (Nobecourt 
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E et al.; 2005) che l‟ossidazione selettiva dei residui aminoacidici dell‟ApoA-I, 
con il risultato finale di una riduzione della capacità antiossidante delle particelle 
di HDL (Santos-Gallego CG & Rosenson RS; 2014). 
Anche le modificazioni del contenuto lipidico delle particelle contribuiscono 
alla disfunzione delle HDL nel diabete. L‟alterata composizione fosfolipidica 
delle HDL nel diabete di tipo 2 determina un aumentato rapporto tra 
sfingomielina e fosfatidilcolina, che aumenta la rigidità di superficie delle HDL 
(de Souza JA et al.; 2008), un determinante chiave dell‟attività anti-ossidante 
delle HDL (Zerrad-Saadi A et al.; 2009). 
La dislipoproteinemia diabetica è caratterizzata da bassi livelli di 
colesterolo HDL, alti livelli di trigliceridi (VLDL) e alti livelli di LDL piccole e 
dense, maggiormente esposte all‟ossidazione (Garvey WT et al.; 2003).  
Negli stati di insulino resistenza, l‟ipertrigliceridemia è primariamente 
dovuta ad una aumentata produzione epatica di VLDL, all‟iperlipidemia post-
prandiale e a bassi livelli di lipoproteina lipasi. Questa ipertrigliceridemia 
aumenta lo scambio - mediato da CETP - di trigliceridi dalle lipoproteine ricche 
in trigliceridi alle HDL con il conseguente arricchimento in trigliceridi delle HDL 
(Santos-Gallego CG & Rosenson RS; 2014). 
La lipasi epatica ha una maggior attività verso i trigliceridi e converte così, 
le particelle grandi di HDL a piccole particelle; queste ultime sono più 
rapidamente eliminate dal rene riducendo, in questo modo, le concentrazioni 
plasmatiche di HDL (Santos-Gallego CG & Rosenson RS; 2014). 
Oltre a ciò, le HDL arricchite di trigliceridi sono più instabili nella 
circolazione, con un legame più lasso con l‟ApoA-I; infatti il rapporto CE/TG 
rappresenta un fattore chiave nel determinare la stabilità delle particelle HDL ed 
il tempo di persistenza nel plasma. 
Un basso rapporto CE/TG caratterizza le particelle HDL instabili. Queste 
HDL intrinsecamente instabili sono più rapidamente eliminate dalla circolazione, 
riducendo così ulteriormente i livelli plasmatici di HDL (Santos-Gallego CG & 
Rosenson RS; 2014). 
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Le HDL e la disfunzione endoteliale nel diabete 
 
Il diabete rappresenta un buon esempio di condizione patologica che 
integra differenti aspetti della relazione tra HDL e cellule endoteliali (Tran-Dinh 
A et al.; 2013). 
La disfunzione endoteliale è una caratteristica tipica del diabete; essa è 
stata estesamente collegata al diabete di tipo 2 e all‟insulino resistenza sia in 
studi sperimentali che in studi clinici (Creager MA et al.; 2003). 
Sono stati suggeriti vari meccanismi che portano alla disfunzione 
endoteliale nel diabete: (1) un alterato signaling cellulare nelle cellule endoteliali 
che determina una ridotta capacità di produrre NO in risposta a stimoli 
fisiologici; (2) un aumentato stress ossidativo nei vasi; e (3) una attivazione pro-
infiammatoria delle cellule endoteliali (Tran-Dinh A et al.; 2013). 
Nieuwdorp e coll. hanno dimostrato che nei soggetti con diabete di tipo 2 il 
flusso ematico dell‟avambraccio in risposta alla serotonina è ridotto in confronto 
ai soggetti non diabetici. Nello stesso lavoro è stato evidenziato che quattro ore 
dopo l‟infusione di rHDL in pazienti diabetici, il flusso ematico nell‟avambraccio 
in risposta alla serotonina era significativamente ripristinato. Al contrario, nei 
controlli, l‟infusione di rHDL non mostrava effetto sulla vasodilatazione 
(endotelio-dipendente) indotta dalla serotonina.  
E‟ interessante notare, come sia stata registrata una tendenza verso una 
migliorata disponibilità di NO ancora a distanza di sette giorni dall‟infusione di 
rHDL, mentre i livelli plasmatici di apoA-I erano rapidamente tornati ai livelli 
basali. 
Il diabete è caratterizzato da un aumentato stress ossidativo, in particolare 
nelle cellule endoteliali disfunzionali (Tesfamariam B; 1994). Inoltre, come già 
discusso, nei pazienti diabetici si verifica la glicosilazione non enzimatica e 
l‟ossidazione delle HDL. 
Queste HDL modificate, inducono la produzione di H2O2 in cellule 
endoteliali dell‟aorta umana e hanno dimostrato la capcità di ridurre 
l‟espressione di eNOS associata con la riduzione della produzione di NO 
(Matsunaga T et al., 2003). 
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In particolare, le particelle HDL3 isolate dai diabetici di tipo 2 hanno 
mostrato una alterata attività antiossidante rispetto ai controlli (Nobecourt E et 
al.; 2005). Poiché nel diabete un‟aumentata produzione di ROS è strettamente 
associata con la disfunzione endoteliale (Cai H & Harrison DG; 2000), HDL 
meno efficaci nella prevenzione dello stress ossidativo potrebbero contribuire in 
maniera rilevante al determinismo della disfunzione endoteliale stessa. 
In conclusione, le HDL modificate nei pazienti diabetici potrebbero 
riflettere e/o partecipare alla disfunzione endoteliale la quale potrebbe essere 
controllata dalla infusione di rHDL (Tran-Dinh A et al.; 2013). 
Infine, l‟infusione di HDL ricostituite si è dimostrata in grado di modulare il 
metabolismo del glucosio attraverso un incremento dei livelli plasmatici di 
insulina (Drew BG et al.; 2009), in particolare attraverso la modulazione della 
funzione della beta cellula (Fryirs MA et al.; 2010; Kruit JK et al.; 2010). 
 
 
HDL e cellule progenitrici endoteliali (EPC) 
 
E‟ stato rilevato che il numero delle EPC circolanti è correlato con i livelli di 
colesterolo HDL in giovani adulti sani (Dei Cas A et al.; 2011). 
Nei pazienti ipercolesterolemici, inoltre, i livelli di colesterolo HDL sono un 
forte determinante sia del numero che della funzione delle EPC. In questi 
pazienti, la riduzione del numero di EPC è stata associata sia con bassi valori di 
HDL che con la disfunzione endoteliale registrata come ridotta vasodilatazione 
endotelio-dipendente (Rossi F et al.; 2010). 
In vitro, le HDL promuovono la proliferazione delle EPC del ratto, la 
migrazione e la formazione di vasi, attraverso l‟attivazione del signaling 
intracellulare PI3K/Akt (Tran-Dinh A et al.; 2013). 
Nei ratti ipercolesterolemici, l‟iniezione endovenosa di HDL derivate dal 
plasma umano incrementa il numero delle EPC circolanti e promuove la ri-
endotelizzazione della parete vasale (Zhang Q et al.; 2010). 
Utilizzando un sofisticato modello di trapianto dell‟aterosclerosi, il gruppo 
di De Geest e coll. ha dimostrato che il trasferimento adenovirale della ApoA-I 
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umana aumenta sia i livelli di HDL che il numero di EPC circolanti, mentre 
riduce la formazione di neointima. Questi effetti sono associati a un‟aumentata 
incorporazione delle EPC nell‟allotrapianto, nonchè a una migliorata 
rigenerazione endoteliale (Feng Y et al.; 2008). E‟ interessante osservare che 
l‟incrementato numero delle EPC ed il miglioramento della loro funzione indotto 
dal trasferimento dell‟Apo-AI era dipendente dall‟espressione di SRB-I nel 
midollo osseo (Feng Y et al.; 2009). 
Infine, in topi con deficit di Apo-E, lo stesso gruppo ha osservato che 
anche l‟applicazione topica di HDL nell‟avventizia limita l‟aterosclerosi di vene 
trapiantate in associazione ad incrementata incorporazione di EPC e a 
migliorata rigenerazione endoteliale (Feng Y et al.; 2011). 
In un modello murino di danno endoteliale indotto dall‟esposizione a 
lipopolisaccaridi, l‟iniezione endovenosa di HDL ricostituite (rHDL) incrementa il 
numero di EPC circolanti (Tso C et al.; 2006). Analogamente, in un modello 
murino di ischemia d‟arto, l‟infusione di rHDL promuove la differenziazione delle 
EPC dalle cellule mononucleate incrementandone la capacità angiogenica 
(Sumi M et al.; 2007). 
Le HDL, in vitro, inibiscono l‟apoptosi delle EPC, incrementando così la 
loro proliferazione, la formazione di colonie e la loro capacità di aderire alle 
cellule endoteliali. Infine, in vivo, la somministrazione di rHDL migliora la ri-
endotelizzazione dopo la denudazione della parete vasale (Petoumenos et al. 
2009). Tuttavia, un recente studio in vitro ha riportato che alte concentrazioni di 
HDL incrementano la senescenza delle EPC e riducono la formazione di vasi 
(Huang CY et al.; 2012). 
L‟infusione di rHDL in pazienti con diabete di tipo 2 ha condotto ad un 
aumento delle EPC circolanti che rimaneva significativo 7 giorni dopo la 
somministrazione allorquando I livelli di Apo-A1 era ormai tornati verso i valori 
basali (van Oostrom O et al.; 2007).  
Nell‟insieme, gli effetti favorevoli di ApoA-I, HDL e rHDL sul numero e sulla 
funzione delle EPC potrebbero rappresentare altrettanti meccanismi capaci di 
contribuire alla vasoprotezione attribuita alle HDL (Tran-Dinh A et al.; 2013). 
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Presupposti dello studio 
 
 
I presupposti dello studio sono riassunti nei seguenti punti: 
 
Studi epidemiologici dimostrano che bassi livelli di colesterolo HDL 
rappresentano un fattore di rischio per la malattia cardiovascolare. Le HDL 
esercitano effetti anti-aterogeni attraverso molteplici meccanismi: aumento 
del trasporto inverso del colesterolo, inibizione della ossidazione del 
colesterolo delle lipoproteine a bassa densità (low-density lipoprotein, LDL), 
attività anti-infiammatoria, riduzione dell‟apoptosi delle cellule endoteliali, 
controllo dell‟aggregazione piastrinica, modulazione dell‟espressione delle 
molecole di adesione, attivazione dei processi di re-endotelizzazione. Ridotti 
livelli di colesterolo HDL sono un fattore di rischio indipendente per la 
disfunzione endoteliale, condizione comune a tutte le malattie 
cardiovascolari (Higashi Y et al.; 2011). 
 
Le concentrazioni di colesterolo HDL correlano in maniera diretta con il 
numero delle cellule progenitrici endoteliali (EPC) e con quello delle “EPC 
colony forming units” (Tran-Dinh A et al.; 2013; Pellegatta F et al.; 2006). 
 
Le HDL potrebbero esercitare protezione a livello dell‟endotelio anche 
attraverso il miglioramento del numero e della funzione delle EPC circolanti 
(endothelium-regenerating EPCs) (Petoumenos V et al.; 2009).  
 
L‟aumento delle HDL ottenuto mediante trasferimento genico, aumenta il 
numero delle EPC circolanti e ha effetti favorevoli sulle loro capacità di 
migrazione e di adesione valutate ex vivo (Gordts SC et al.; 2012). 
 
Tuttavia, in vitro, le HDL potrebbero avere effetti vascolari bifasici dose-
dipendenti, paradossalmente compromettendo alcune funzioni delle EPC a 
moderate ed alte concentrazioni (Huang C-Y et al.; 2012). 
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Il diabete tipo 2 integra aspetti diversi della relazione tra HDL e cellule 
endoteliali (Tran-Dinh A et al.; 2013). 
 
La disfunzione endoteliale è elemento caratteristico del diabete tipo 2 (Tran-
Dinh A et al.; 2013). 
 
Sia le HDL che le EPC provenienti da pazienti con diabete si presentano 
“disfunzionali” (Sorrentino SA et al.; 2010). 
 
Le HDL di pazienti con diabete perdono sia gli effetti favorevoli sulla 
vasodilatazione endotelio-dipendente che la loro capacità di sostenere la 
riparazione endoteliale EPC-mediata (Sorrentino SA et al.; 2010). 
 
 
 
Obiettivo dello studio 
 
In questo contesto obiettivo dello studio è stato quello di valutare ex vivo 
la relazione tra concentrazioni di colesterolo HDL e proprietà funzionali delle 
cellule progenitrici endoteliali (EPC) isolate da cellule mononucleate ottenute da 
sangue periferico di soggetti con diabete mellito di tipo 2. 
 
 
 
  
65 
Pazienti e Metodi 
 
Pazienti 
 
Sono stati reclutati 119 soggetti con diabete mellito tipo 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Come illustrato con maggior dettaglio in figura 1, i principali criteri di inclusione 
sono stati: 
 pazienti con diabete mellito tipo 2 ed età superiore a 35 anni, 
 livelli di HDL persistentemente inferiori o superiori a 40 mg/dl (se maschi) 
o 50 mg/dl (se femmine) 
 valori di emoglobina glicata persistentemente inferiori a 9% (75 
mmol/mol) 
 no terapie ipolipemizzanti ad esclusione del trattamento stabile (>6 mesi) 
con statine e/o ezetimibe. 
Figura 1 – Criteri di inclusione ed esclusione. 
 
 Criteri di inclusione 
 
 Età ≥35 anni 
 Livelli di HDL persistentemente <40/50 mg/dl o >40/50 mg/dl (M/F), in 
≥3 visite consecutive 
 HbA1c persistentemente <9.0% (75 mmol/mol) in ≥3 visite 
consecutive 
 No terapie ipolipemizzanti, ad esclusione di statine e/o ezetimibe 
 
 
 Criteri di esclusione 
 
 Diabete tipo 1, definito come insorgenza in età <35 anni con necessità 
di terapia continuativa con insulina entro 12 mesi dalla diagnosi 
 IMC >35 kg/m2 
 Importanti comorbidità (neoplasie, epatopatie severe; CKD stadi 3-5) 
 Soggetti con episodi cardiovascolari maggiori nei 6 mesi precedenti 
l‟inclusione nello studio: infarto del miocardio o angina instabile; 
coronaropatia documentata da angiografia o test funzionali; procedure 
di rivascolarizzazione coronarica; ictus. 
  
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Principali criteri di esclusione sono stati: 
 diabete mellito di tipo 1, 
 indice di massa corporea superiore 35 kg/m2, 
 importanti comorbidità, 
 eventi cardiovascolari maggiori nei 6 mesi precedenti l‟inclusione nello 
studio. 
 
Il consenso informato alla partecipazione allo studio è stato ottenuto in 
ottemperanza alle disposizioni imposte dal Comitato Etico per la 
sperimentazione sull‟uomo dell‟Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana e 
dell‟Area Vasta Nord-Ovest della Regione Toscana. 
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Metodi 
 
Valutazione delle caratteristiche cliniche e dei parametri di laboratorio  
 
 
La presenza di patologia cardiovascolare è stata valutata attraverso la 
registrazione dell‟ECG basale (12 derivazioni) e una accurata raccolta della 
storia personale per infarto del miocardio, eventi cerebrovascolari, interventi di 
rivascolarizzazione coronarici, carotidei o periferici (angioplastica e/o by-pass), 
gangrena a carico degli arti inferiori o interventi di amputazione. L‟arteriopatia 
periferica è stata inoltre valutata tramite l‟esame dei polsi periferici e la 
misurazione dell‟indice di Winsor (o indice caviglia/braccio, ABI). L‟ABI è stato 
considerato suggestivo di vasculopatia periferica quando inferiore a 0.9. La 
valutazione cardiovascolare è stata eseguita al fine di escludere in fase di 
arrruolamento i soggetti con eventi cardiovascolari intervenuti nei 6 mesi 
precedenti lo studio. 
 
Outcomes renali sono stati l‟escrezione urinaria di albumina e il GFR 
stimato. L‟escrezione urinaria di albumina è stata valutata come rapporto tra 
albuminuria (mg/dl) e creatininuria (g/l) espresso come mg/g (albumin to 
creatinine ratio, ACR) dopo aver escluso la presenza di infezione sintomatica 
delle vie urinarie. Un campione di urine “early morning” è stato impiegato per i 
dosaggi. L‟albuminuria è stata dosata con metodo immunoturbidimetrico. La 
creatinina urinaria è stata dosata con metodica di Jaffe modificata.  
 
La creatinina plasmatica è stata anch‟essa misurata con la metodica di 
Jaffe modificata. Il filtrato glomerulare (eGFR) eGFR è stato calcolato tramite 
l‟equazione MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) semplificata. 
L‟equazione, GFR (in ml/min/1.73 m2) = 186 x creatinina (in mg/dl)-1.154 x età (in 
anni)-0.203 x 0.742 (nelle femmine) x 1.210 (in soggetti di razza nera) x 0.94086 
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(o x 175/186) è stata utilizzata dato che il dosaggio della creatinina era 
standardizzato e tracciabile secondo la metodica IDMS. 
 
La retinopatia è stata valutata mediante oftalmoscopia diretta e foto del 
fondo dell‟occhio mediante fotocamera midriatica. Due campi precisamente 
definiti, disco-maculo-temporale e disco-nasale, sono stati fotografati in ciascun 
occhio. La retinopatia è stata classificata come assente, background o 
proliferante. La retinopatia proliferante è stata definita in base alla presenza di 
neovasi, proliferazioni fibrose,  emorragie pre-retiniche o emorragie vitreali. La 
valutazione della retinopatia è stata eseguita al fine di escludere in fase di 
arruolamento i soggetti con retinopatia diabetica avanzata (retinopatia 
proliferante e/o maculopatia). 
 
Peso, altezza (per il calcolo del body mass index, BMI) e circonferenza 
alla vita sono stati misurati insieme alla pressione arteriosa valutata dopo 
almeno 5 minuti di riposo in posizione seduta. L‟ipertensione è stata definita 
dalla combinazione di PAS >140 mmHg e/o PAD >80 mmHg e/o trattamento 
con anti-ipertensivi. Sono state raccolte informazioni sulla familiarità per diabete 
e per patologia cardiovascolare, età alla diagnosi del diabete e durata di 
malattia, terapia insulinica e terapie anti-ipertensive o ipolipemizzanti, terapia 
con bloccanti del sistema renina-angiotensina (ace-inibitori e antagonisti del 
recettore dell‟angiotensina). 
 
L‟emoglobina glicata è stata misurata con metodica immunoenzimatica 
nella coorte EURODIAB e in HPLC (high performance liquid chromatography) 
nella coorte reclutata presso l‟U.O. di Malattie Metaboliche e Diabetologia. 
Colesterolo totale, colesterolo HDL e trigliceridi sono stati dosati con metodiche 
standard; il colesterolo LDL è stato calcolato in base alla formula di Friedewald. 
Metodiche standard sono state altresì utilizzate per il dosaggio di glucosio, 
transaminasi, gammaGT e acido urico. 
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Studi in vitro 
 
Le cellule mononucleate di sangue periferico sono state isolate mediante 
centrifugazione a gradiente di densità.  
Un totale di 2.5 x 106 cellule mononucleate per cm2 sono state coltivate su 
piastre ricoperte da fibronectina.  
Dopo 3 giorni di coltura il supernatante e le cellule non aderenti sono stati 
rimossi e le cellule adese identificate in quinta giornata come “early EPC”.  
In 12 esperimenti distinti sono state valutate (figura 2): 
 la vitalità delle EPC mediante test MTT,  
 a capacità di adesione su fibronectina,  
 la senescenza mediante colorazione alla beta-galattosidasi,  
 la migrazione utilizzando VEGF umano come chemo-attrattante e, 
infine, 
 la produzione dei ROS. 
 
 
 
Figura 2 – Sommario dei metodi utilizzati nello studio. 
 
 
  
70 
Coltura di cellule progenitrici endoteliali 
 
Le cellule progenitrici endoteliali (EPC) vengono selezionate a partire dalla 
popolazione di linfo-monociti isolati da sangue periferico di soggetti con diabete 
mellito tipo 2, seminati su piastre precedentemente trattate con fibronectina 
umana, ed incubati con un mezzo di crescita per cellule endoteliali: EGM2, 
ossia endothelial cell growth medium-2. Il trattamento con fibronectina, la 
glicoproteina adesiva più comune della matrice extracellulare, viene effettuato 
per 30 minuti a 37°C ad una concentrazione di 2 µg/cm2; questa fase è 
necessaria per determinare l‟adesione delle cellule alle piastre di coltura e 
inoltre agisce da setaccio iniziale nella selezione delle progenitrici in quanto 
solo due tipi cellulari all‟interno della popolazione di linfo-monociti sono dotati 
dei recettori integrinici per questa molecola: le cellule ematopoietiche e le 
piastrine. L‟incubazione con mezzo selettivo permette di isolare con buona resa 
le cellule ematopoietiche; al terreno di coltura basale per cellule endoteliali 
(EGM2) vengono infatti aggiunti poco prima dell‟uso: siero fetale bovino al 5% 
(FBS), antibiotico e antimicotico (Gentamicina e Amfotericina B) e altri fattori di 
crescita delle cellule endoteliali (IGF-1, hEGF, hFGF-B, VEGF, acido ascorbico 
e idrocortisone). A partire dall‟isolamento, le cellule vengono incubate a 37°C 
con CO2 al 5%, il terzo giorno vengono effettuati sia un lavaggio in PBS che il 
cambio del mezzo; il quarto/quinto giorno è già possibile osservare una discreta 
popolazione di cellule con forma allungata, morfologia tipica delle early EPC. 
 
 
Isolamento dei linfo-monociti 
 
Un volume di circa 35 ml di sangue viene prelevato da ciascun soggetto 
con diabete tipo 2 in provette con EDTA. Il campione di sangue di ogni soggetto 
viene trasferito in tubi sterili da 50 ml, si procede quindi ad una prima 
centrifugazione a 600xg per 20 minuti a 18°C, al termine della quale sarà 
avvenuta la separazione tra le due componenti principali del sangue, si scarta il 
plasma (e il sottile strato bianco di buffy coat) e si risospende la parte 
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corpuscolare in tampone PBS, o soluzione fisiologica, in rapporto 1:3. Dopo 
aver omogenato la miscela si procede a stratificarla su una soluzione fredda di 
Histopaque-1077, composta da Ficoll (copolimero sintetico di saccarosio ed 
epicloridrina altamente idrosolubile) e diatrizoato di sodio; su ogni volume di 
Histopaque si devono stratificare circa due volumi di sangue-PBS. Si procede 
quindi a centrifugare per 35 minuti a 400xg a 18 °C; durante questo passaggio 
gli eritrociti si aggregano al Ficoll e sedimentano rapidamente; i granulociti 
diventando leggermente ipertonici, incrementano il tasso di sedimentazione e, 
come conseguenza, precipitano sul fondo del tubo.  
Invece, i linfociti e le altre cellule mononucleari rimangono a livello 
dell‟interfaccia tra plasma e Histopaque-1077 formando uno strato bianco ben 
visibile (Figura 3). 
 
 
 
 
Figura 3 - Isolamento dei linfo-monociti da sangue periferico su gradiente di 
Histopaque-1077 
  
 
 
Al termine della centrifuga si aspira lo strato di cellule mononucleate, e lo 
si trasferisce in nuovi tubi da 50 ml, si procede all‟aggiunta di PBS in volume 
triplo rispetto a quello dei linfo-monociti e dopo aver mescolato si centrifuga a 
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CENTRIFUGA 
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600xg per 16 minuti a 18°C. Dopo aver rimosso il sovranatante si effettuano 
due lavaggi in PBS centrifugando per 8 minuti a 4°C. Infine si risospende nel 
volume desiderato di EBM-2 completo e si procede alla conta in camera di 
Burker (Figura 4). Si prelevano 10 µl di sospensione cellulare, a cui si 
aggiungono 10 µl di Trypan Blue, un colorante in grado di colorare 
selettivamente le cellule non vitali; dopo avere mescolato, la miscela viene 
caricata nella cameretta e si contano le cellule vitali presenti in tre quadrati 
grandi.  
Il numero di cellule vitali presenti per ml si ottiene dal prodotto della media 
delle cellule contate nei tre quadrati grandi per il fattore di diluizione per il 
volume della sospensione moltiplicato per 104, in quanto il volume del quadrato 
è pari a 0,1 mm3, mentre 1 ml corrisponde ad 1 cm3. Una volta noto il numero di 
cellule vitali si procede alla semina, nelle concentrazioni adatte al saggio da 
effettuare. 
 
 
 
 
Figura 4 – Conteggio delle cellule vitali in camera di Burker.
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Marcatura delle EPC 
 
Le cellule progenitrici endoteliali sono state caratterizzate per due 
proprietà funzionali tipiche delle cellule appartenenti alla linea endoteliale: la 
capacità di “uptake” di LDL acetilate (AcLDL) e di legame con la lectina. La 
marcatura è stata effettuata mediante colorazione con LDL acetilate coniugate 
a 1,10-dioctadecil-3,3,30,30-tetrametilindocarbocianina (DiI-ac-LDL) e lectina 
proveniente dall‟Ulex europaeus (Sigma) coniugata al marcatore fluorescente 
FITC. Le EPC al giorno 4-7 di coltura vengono incubate con 10 µg/ml di DiI-ac-
LDL (Invitrogen) per 2 ore a 37 °C; in seguito le cellule vengono fissate con 
paraformaldeide al 4% e marcate con 40 µg/ml di lectina coniugata con FITC 
per 2 h a 37 °C in assenza di luce. Le cellule vengono infine osservate al 
microscopio a fluorescenza e quelle positive per entrambi i marcatori (DiI-ac-
LDL/Lectina) sono identificate in via preliminare come EPC (Figura 5). 
   
 
 
 
  
                   
 
                                             
 
 
 
 
Figura 5 - Marcatura delle EPCs. Dil-ac-LDL (A), Lectina (B), Dil-ac-LDL/Lectina (C) 
A B 
C 
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Il fenotipo delle EPC in coltura è stata confermato attraverso la 
valutazione della espressione di markers endoteliali di superficie quali KDR 
(66±13%), VE-cadherin (35±13%), CD31 (20±14%), vWF (39±15%) e CD14 
(64±8%) tramite incubazione per 20 minuti a temperatura ambiente con i 
seguenti anticorpi monoclonali alle concentrazioni suggerite dal produttore: anti-
KDR-PE (R&D Systems, Minneapolis, MN), anti-VE-cadherin (Santa Cruz, 
Heidelberg, Germany), anti-CD31-FITC (Beckman Coulter, Marseille, France), 
anti-vWF (Santa Cruz), anti-CD14-PE (BD Biosciences) and anti-CD45-PE (BD 
Biosciences).  
Le cellule sono state lavate e analizzate in citofluorimetria (FACS-Calibur 
Instrument; Becton-Dickinson) (Figura 5). 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Valutazione in citofluorimetria dei markers endoteliali di superficie 
delle EPC in coltura. 
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Analisi della vitalità delle EPC 
 
Il saggio di vitalità utilizzato è stato l‟MTT, un test colorimetrico utilizzato 
sia per determinare il numero di cellule vitali in proliferazione che per gli studi di 
citotossicità. 
 
Il componente più importante di questo metodo è il 3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromuro o MTT. Questo prodotto ha un colore 
giallo in soluzione e viene ridotto a formazano dalla succinato deidrogenasi, 
enzima appartenente alla catena respiratoria mitocondriale, attivo solo nelle 
cellule vitali; il valore della densità ottica (O.D.) ottenuto mediante lettura 
spettrofotometrica correla con il numero di cellule vitali presenti. La 
deidrogenasi agisce rompendo l'anello tetrazolico, e porta alla formazione di 
cristalli color porpora insolubili in soluzioni acquose (Figura 6). I cristalli sono 
ridisciolti in una soluzione di isopropanolo e dimetilsulfossido in rapporto 90:10 
con il duplice fine di lisare le cellule e solubilizzare i cristalli di formazano 
formatisi; infine, la soluzione purpurea risultante è misurata 
spettrofotometricamente.  
 
Questo metodo è semplice ed accurato, fornisce risultati riproducibili, ed è 
economico e rapido. Nonostante questi vantaggi vari parametri possono 
influenzare il metabolismo cellulare. Inoltre numerosi fattori possono modificare 
significativamente l‟attività MTT-specifica fornendo così risultati errati. Per 
questo motivo, è essenziale stabilire i parametri del saggio con opportuni 
controlli per ogni linea cellulare e/o trattamento in modo da ottimizzare le 
condizioni del test; questi parametri dovrebbero includere la determinazione 
dell‟appropriata densità cellulare, del tipo di mezzo di coltura, della 
concentrazione ottimale e del tempo di esposizione all‟MTT. Al momento del 
saggio il mezzo di coltura deve essere fresco per impedire una deplezione dei 
nutrienti cellulari. 
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Viene preliminarmente preparata una soluzione stock di MTT ad una 
concentrazione di 5 mg/ml in PBS sterile, conservata a -20ºC; la soluzione 
stock viene aggiunta direttamente al mezzo di coltura in modo da ottenere una 
concentrazione finale di MTT pari a 0.5 mg/mL. Le cellule al quinto giorno di 
coltura (circa 100.000/cm2) sono incubate con i sali di tetrazolio. Dopo 3 ore di 
incubazione viene eliminato il mezzo contenente MTT e si effettua un lavaggio 
con PBS. In seguito viene aggiunto uno stesso volume di una miscela di 
isopropanolo e dimetilsolfossido (DMSO) e dopo altri 30 minuti di incubazione, 
l‟assorbanza di questa soluzione viene determinata prima a 540 nm e poi a 620 
nm (misura del background), utilizzando un lettore di piastre multipozzetto 
(Figura 6). 
 
 
 
 
Figura 6 – Test MTT. Aumentate concentrazioni di cellule vitali determinano un 
aumento della colorazione purpurea. 
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Valutazione della capacità di adesione delle EPC 
 
Al giorno 5 di coltura le early EPC vengono lavate con PBS e staccate con 
tripsina-EDTA 1%. 
Si procede quindi a centrifugare per 5 minuti a 400xg e si risospende in 
EGM-2, si effettua la conta in camera di Burker e si seminano 10.000 
cellule/pozzetto in una piastra precedentemente trattata con fibronectina. La 
piastra viene messa ad incubare a 37°C per 30 minuti, al termine dei quali si 
effettua un lavaggio in PBS e si contano le cellule al microscopio. Due 
osservatori indipendenti procedono alla conta di 5 campi casuali per ogni punto 
sperimentale, mediante ingrandimento 200x o 400x (obiettivo 20x o 40x). 
L‟adesione viene espressa come numero di cellule presenti per campo ad alto 
potere risolutivo (High Powered Field, HPF), valore ottenuto dalla media dei 10 
campi (5 campi x 2 osservatori) a disposizione per ogni punto sperimentale. 
 
 
 
Analisi della senescenza delle EPC 
 
La senescenza cellulare viene valutata mediante l‟utilizzo di un kit di 
colorazione istochimica (Senescence Cells Histochemical Staining Kit, Sigma 
Aldrich) basata sull‟attività della ß-galattosidasi a pH 6 nelle cellule senescenti, 
chiamato SA- ß-gal, attività non rilevata in cellule quiescenti, immortali o 
tumorali. 
Questa attività enzimatica, ben distinta da quella presente in tutte le 
cellule, rilevabile a pH 4, è dovuta ad un aumento della biogenesi lisosomiale 
nelle cellule senescenti. 
La ß-D-galattosidasi lisosomiale è un‟idrolasi che taglia i terminali di ß-D-
Galattosio dai substrati gangliosidici e da altri glicoconiugati; per rilevare cito- o 
istochimicamente l‟attività SA- ß-gal è necessario incubare le cellule fissate o il 
tessuto con il substrato cromogenico di questo enzima, l‟X-gal contenuto in un 
buffer a pH 6.0. In seguito all‟incubazione, dalla durata variabile di 2 -16 ore, si 
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sviluppa una colorazione blu, rilevabile mediante microscopio a contrasto di 
fase o a campo chiaro oppure mediante lettura dell‟assorbanza ad una 
lunghezza d‟onda di 620 nm. 
La procedura richiede un lavaggio delle cellule con PBS, in seguito, 
aggiunta di tampone di fissazione e incubazione per 6-7 minuti a temperatura 
ambiente; a questo punto dopo adeguati lavaggi in PBS, viene aggiunta la 
miscela di colorazione, contenente principalmente la soluzione di colorazione, 
quella dell‟X-gal e acqua ultra pura. 
La piastra viene incubata overnight a 37°C in un ambiente non arricchito di 
CO2 in quanto questa fase è pH-dipendente; è inoltre importante rivestire la 
piastra in modo da evitarne la disidratazione.  
Al termine di questo periodo di incubazione si effettua un lavaggio con 
PBS e si osservano le cellule al microscopio contando sia le cellule totali che 
quelle colorate in blu in modo da poter calcolare la percentuale di senescenza; 
in alternativa, dopo il lavaggio, si aggiunge il dimetilsulfossido, si procede ad 
incubare per 30 minuti a 37°C e, infine, si effettua la lettura spettrofotometrica a 
620 nm. 
 
 
Analisi della capacità di migrazione delle EPC 
 
La capacità di migrazione delle EPC è stata valutata con il 5mM QCMTM 
Chemotaxis assay (Millipore, USA), basato sul principo della camera di Boyden. 
Dopo 7 giorni di coltura, le cellule sono staccate con tripsina-EDTA 1%, raccolte 
tramite centrifugazione, ri-sospese in EBM-2 e, infine, contate.  
Le cellule (2 x 104 EPC) sono successivamente poste nella cella superiore 
di una camera di Boyden modificata collocata in una piastra di coltura a 24 
pozzetti contenente EBM-2, mezzo di coltura e VEGF umano ricombinante (50 
ng/ml; Sigma). A ciascun test di migrazione è affiancata una camera di controllo 
in cui la migrazione viene valutata in assenza di chemoattrattante. Dopo 24 ore 
di incubazione a 37° C, la cella inferiore del filtro viene lavata con PBS e le 
cellule incubate con un colorante e collocate in pozzetti contenenti un buffer per 
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l‟estrazione del colorante stesso. Le cellule migrate sono contate attraverso una 
lettura spettrrofotometrica a 540 nm. 
 
 
 
Analisi della produzione di ROS 
 
Esistono numerosi metodi per determinare la produzione di radicali liberi 
nelle cellule. Tecniche usate con successo comprendono la chemi-
luminescenza del luminolo o della lucigenina, la riduzione del citocromo c, 
l‟ossidazione dell‟orange xylenolo o quella della DCFH-DA. La tecnica più 
diretta fa uso di sonde fluorescenti o chemioluminiscenti cellula-permeabili. 
Citometria di flusso o fluorimetria possono essere usate per determinare la 
quantità di ROS con sonde fluorescenti. 
In questo lavoro, la valutazione dello stress ossidativo cellulare è stata 
effettuata utilizzando la sonda 2‟,7‟-diclorofluoresceina diacetilata (DCFH-DA). 
Tale composto incolore e permeabile, diffonde attraverso le membrane 
all‟interno della cellula dove viene enzimaticamente deacetilato dalle esterasi 
intracellulari che la riducono a DCFH, un composto più idrofilo e non 
fluorescente. In presenza di specie reattive dell‟ossigeno, DCFH è rapidamente 
ossidata nel composto fluorescente DCF (Figura 7).  
L‟accumulo di DCF nelle cellule può essere misurato mediante un 
incremento della fluorescenza emessa a 530 nm quando il campione viene 
eccitato a 485 nm. La fluorescenza viene misurata con un fluorimetro e si 
assume essere proporzionale alla concentrazione di specie reattive 
dell‟ossigeno nelle cellule. 
Le cellule vengono incubate con la sonda ad una concentrazione di 5 µM 
per 30 minuti a 37°C; in seguito si effettua un lavaggio con PBS e la lettura al 
fluorimetro può essere eseguita mantenendo le cellule in PBS o in mezzo 
senza rosso fenolo se compatibile con la coltura cellulare. La produzione di 
ROS viene riportata come percentuale di fluorescenza della sonda per ogni 
punto sperimentale rispetto al controllo; a questa viene sottratta la fluorescenza 
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del bianco, corrispondente ai pozzetti in cui è presente solo la sonda e non le 
cellule. In questo modo si ottiene anche una misura dell‟eventuale 
autofluorescenza della diclorofluoresceina diacetato che tuttavia in assenza di 
cellule non dovrebbe essere in grado di emettere segnali rilevabili.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 - Internalizzazione e conversione della 2‟,7‟-diclorofluoresceina 
diacetilata (DCFH-DA) nel composto fluorescente DCF. 
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Analisi statistica 
 
I dati sono stati espressi come media ± deviazione standard (DS) o 
mediana e range interquartili (IQR) nella descrizione delle caratteristiche 
cliniche dei pazienti con diabete tipo 2. Sono stati invece espressi come media 
± errore standard (ES) nella descrizione dei dati in vitro. Nel confronto tra due 
gruppi di variabili normalmente distribuite è stato impiegato il test t di Student; 
nel confronto tra due gruppi di variabili non-normalmente distribuite è stato 
impiegato il test di Mann-Whitney. ANOVA one-way e test di Kruskal-Wallis 
sono stati utilizzati rispettivamente nei confronto tra più gruppi di variabili 
continue normalmente o non-normalmente distribuite. Il test di Scheffe è stato 
impiegato quale analisi post-hoc nel confronto tra gruppi. Le variabili 
categoriche sono state espresse come numero dei casi e percentuale (%) ed il 
confronto tra gruppi è stato eseguito tramite il Pearson chi-square test.  
 
Analisi di regressione logistica con esclusione stepwise delle variabili 
(backward, conditional, p>0.1) sono state eseguite dopo stratificazione di 
vitalità, adesione, senescenza, capacità di migrazione delle EPC e produzione 
di ROS in funzione della mediana. BMI, glicemia a digiuno, emoglobina glicata 
A1c, colesterolo HDL, trigliceridi, sono state incluse come covariate 
indipendenti continue, mentre sesso e fumo di sigaretta, ipertensione sono 
state inserite come variabili indipendenti categoriche. I risultati di queste analisi 
sono stati espressi come odds ratio (ORs) e intervallo di confidenza al 95% 
(95%CI). Valori di p inferiori a 0.05 sono stati considerati statisticamente 
significativi. 
 
L‟analisi statitistica è stata eseguita utilizzando il software SPSS 10.0 
(SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). 
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Risultati 
 
 
Caratteristiche cliniche dei soggetti studiati 
 
 
Sono stati reclutati in maniera consecutiva 119 soggetti con diabete tipo 2, 
59 (49.6%) con livelli di colesterolo HDL superiori a 40/50 mg/dl e 
concentrazioni medie di HDL pari a 73±13 mg/dl e 60 (50.4%) con livelli di 
colesterolo HDL inferiori a 40/50 mg/dl e valori medi di HDL pari a 33±5 mg/dl. 
Le caratteristiche cliniche dei due gruppi sono confrontate in tabella 1. 
 
 
Tabella 1 – Caratteristiche cliniche dei soggetti reclutati stratificati per livelli di 
colesterolo HDL (prima parte). 
 
 
 
I soggetti con basse HDL erano più frequentemente maschi (73% vs 45%, 
p=0.001), avevano più breve durata del diabete (10.1±8.7 vs 14.3±10.9 anni, 
p=0.047), più elevati BMI (30.3±4.4 vs 27.2±5.8 kg/m2, p=0.001) circonferenza 
HDL alte
HDL >40/50 mg/dl
 59 (49.6%)
HDL basse
HDL І 40/50 mg/ml
60 (50.4%)
P
T test
Colesterolo HDL  (mg/dl) 73.5±13.0 33.5±5.1
Sesso  [M-F, n(%)] 25 (45.4) - 34 (57.6) 44 (73.3) - 16 (26.7) 0.001
Età (anni) 65.0±8.4 62.1±7.2 0.047
Durata Diabete (anni) 14.3±10.9 10.1±8.7 0.025
IMC (kg/m2) 27.2±5.8 30.3±4.4 0.001
Circonferenza vita (cm) 97.3±13.8 107.3±10.7 <0.0001
Glicemia a digiuno (mg/dl) 147.1±34.8 145.6±36.3 ns
HbA1c (mmol/mol) 55.6±8.8 56.3±10.4 ns
PA sistolica (mmHg) 145.2±15.7 146.0±19.0 ns
PA diastolica (mmHg) 77.1±8.9 81.9±8.9 0.005
Colesterolo totale (mg/dl) 191.3±34.3 171.2±29.6 0.001
Colesterolo LDL (mg/dl) 100.9±29.0 101.7±26.9 ns
Trigliceridi (mg/dl) 89.5±37.3 196.6±89.4 <0.0001
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vita e pressione arteriosa diastolica, più elevate concentrazioni di trigliceridi 
(197±89 vs 89±37 mg/dl, p<0.0001) e più basse concentrazioni di colestreolo 
totale (191±34 vs 171±30).  
Tra i due gruppi non vi erano differenze per glicemia a digiuno, 
emoglobina glicata (56.3±10.4 vs 55.6±8.8 mmol/mol), pressione arteriosa 
sistolica e colesterolo LDL.  
 
Tra i due gruppi (tabella 2) non vi erano differenze per funzione renale 
(eGFR-MDRD e rapporto A/C), transaminasi e gammaGT, prevalenza di 
ipertensione arteriosa e di trattamento con statine e/o ezetimibe. I soggetti con 
basse HDL presentavano più elevati livelli di acido urico (5.9±1.4 vs 4.7±1.2 
mg/dl, p<0.0001), erano più frequentemente trattati con anti-ipertensivi (80% vs 
61%, p=0.23) ed erano più spesso fumatori attivi (33% vs 9%, p=0.010). 
 
 
Tabella 2 – Caratteristiche cliniche dei soggetti reclutati stratificati per livelli di 
colesterolo HDL (seconda parte). 
 
 
 
 
 
HDL alte
HDL >40/50 mg/dl
 59 (49.6%)
HDL basse
HDL І 40/50 mg/ml
60 (50.4%)
P
T test
eGFR-MDRD 84.6±24.1 76.5±25.6 ns
Acido urico (mg/ml) 4.7±1.2 5.9±1.4 <0.0001
A/C 87.0±488.0 106.1±511.9 ns
GOT (UI/L) 20.7±11.6 23.6±19.1 ns
GPT (UI/L) 20.8±11.8 25.8±15.9 ns
GT (UI/L) 35.1±33.8 31.8±26.7 ns
Ipertensione
[no-sì, n (%)]
12 (20.3) - 47 (79.7) 7 (11.7) - 53 (88.3) ns
Terapia antiipertensiva [no-
sì, n (%)]
23 (39.0) - 36 (61.0) 12 (20.0) - 48 (80.0) 0.023
Statine e/o ezetimibe
[no-sì, n (%)]
29 (49.2) - 30 (50.8) 32 (53.3) - 28 (46.7) ns
Fumo
[no-ex-sì, n (%)]
25 (56.8) - 15 (34.1) -
4 (9.1)
17 (32.7) - 18 (34.6) -
17 (32.7)
0.010
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Fattori associati in maniera indipendente ai livelli di HDL 
 
 
Una analisi di regressione logistica (tabella 3) ha permesso di individuare 
nel sesso maschile (OR 4.360, 95%CI 1.623-11.711, p=0.003), nell‟aumentare 
dell‟indice di massa corporea (OR 1.139, 95%CI 1.033-1.256, p=0.009), e 
nell‟essere fumatori attivi (OR 3.819, 95%CI 1.055-13-828, p=0.041), altrettanti 
fattori associati in maniera indipendente con livelli di HDL inferiori alla mediana 
(HDL <40 (M)/<50 (F) mg/dl). Tra i fattori inclusi nell‟analisi rappresentavano 
covariate indipendenti l‟età, la durata del diabete ne i parametri di controllo 
glicemico (glicemia a digiuno ed HbA1c). 
 
 
Tabella 3 – Fattori associati in maniera indipendente con le concentrazioni 
plasmatiche del colesterolo HDL nei soggetti con diabete tipo 2. 
 
 
 
 
 
Colesterolo HDL <40/50 mg/dl
OR 95.0% C.I. P
Età (x 1 anno) - - -
Durata del diabete (x 1 anno) - - -
Sesso (M) 4.360 1.623-11.711 0.003
IMC ( x 1 kg/m 2) 1.139 1.033-1.256 0.009
Fumo (fumatori attivi vs no/ex) 3.819 1.055-13.828 0.041
Glicemia a digiuno (x 1 mg/dl) - - -
HbA1c (x 1%) - - -
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Vitalità delle EPC 
 
Le EPC derivate da soggetti con diabete mellito tipo 2 e basse HDL (n. 48) 
rispetto a quelle derivate da soggetti con diabete tipo 2 ed elevate HDL (n. 40) 
presentavano una riduzione significativa, pari al 19% della vitalità cellulare 
(p=0.002) (Figura 8).  
 
 
Figura 8 – Vitalità delle EPC: confronto tra soggetti con elevate HDL e soggetti 
con basse HDL e effetti dell‟esposizione allo stress ossidativo indotto dal 
perossido di idrogeno. 
 
 
 
La vitalità delle EPC è stata rivalutata dopo esposizione delle cellule in 
coltura per 1 ora al perossido di idrogeno (H2O2) in 20 soggetti con elevate HDL 
ed in 19 pazienti con basse HDL.  
 
In entrambi i gruppi, la vitalità dopo stress ossidativo si riduceva e 
  
86 
correlava in maniera diretta con la vitalità basale (alte HDL: r=0.729, p<0.0001; 
basse HDL: r=0.619, p=0.005). Dopo esposizione a perossido di idrogeno la 
vitalità diventava simile nei due gruppi, ma la sua riduzione percentuale era 
maggiore (-32%) nelle EPC provenienti da soggetti con elevate HDL rispetto 
alle EPC provenienti da soggetti con basse HDL (-18%; p=0.025). 
 
 
Senescenza delle EPC 
 
Al contrario, la senescenza delle cellule progenitrici endoteliali di soggetti 
con basse HDL non mostrava alcuna differenza rispetto a quella delle cellule 
progenitrici provenienti da diabetici tipo 2 con alte HDL (figura 9). 
 
 
Figura 9 – Senescenza delle EPC: confronto tra soggetti con elevate HDL e 
soggetti con basse HDL e effetti dell‟esposizione allo stress ossidativo indotto 
dal perossido di idrogeno. 
 
 
In entrambi i gruppi, anche la senescenza delle EPC è stata rivalutata 
dopo esposizione per 1 ora delle cellule in coltura al perossido di idrogeno (14 
soggetti con alte HDL vs 16 soggetti con basse HDL).  
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In entrambi i gruppi, la senescenza dopo stress ossidativo correlava in 
maniera diretta con la senescenza basale (alte HDL: r=0.590, p=0.026; basse 
HDL: r=0.691, p=0.003). In entrambi i gruppi, nelle nostre condizioni 
sperimentali, la senescenza non era modificata in maniera significativa 
dall‟esposizione allo stress ossidativo. 
 
 
Adesione, migrazione e produzione di ROS 
 
 
Analogamente, le EPC di soggetti con basse HDL rispetto a quelle di 
pazienti con elevate HDL non presentavano alcuna differenza nella capacità di 
adesione alla fibronectina (alte HDL: n. 24 vs basse HDL: n. 21; figura 10, 
pannello di sinistra) o nella capacità di migrazione valutata utilizzando il VEGF 
umano ricombinante come chemo-attrattante (alte HDL: n. 23 vs basse HDL: n. 
25; figura 10, pannello centrale).  
 
 
 
 
 
 
Figura 10 – Adesione, migrazione e produzione di ROS: confronto tra soggetti 
con elevate HDL e soggetti con basse HDL. 
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Sovrapponibili tra EPC provenienti da soggetti con basse HDL (n. 31) e 
quelle provenienti da diabetici tipo 2 con alte HDL (n. 20) erano anche le 
produzioni dei ROS (figura 10, pannello di destra). 
 
 
  
Vitalità, adesione e quartili di HDL 
 
 
Per valutare l‟eventuale effetto paradosso di livelli di HDL particolarmente 
elevati, vitalità ed adesione delle EPC sono state anche analizzate dopo 
stratificazione per quartili delle concentrazioni delle HDL.  
 
Le EPC provenienti da soggetti con livelli di HDL compresi nel quarto 
quartile (Q4: HDL >71 mg/dl) presentavano vitalità significativamente migliore 
rispetto a Q1 (HDL <34 mg/dl, p=0.001) e Q2 (HDL 34-42 mg/dl, p=0.02), senza 
differenze significative tra Q4 e Q3 (HDL 42-71 mg/dl) (figura 11, pannello di 
sinistra).  
 
In particolare, la vitalità delle EPC provenienti da soggetti con 
concentrazioni plasmatiche di HDL in Q4 era significativamente maggiore 
rispetto a quella osservata nelle EPC provenienti da soggetti i cui valori di HDL 
erano compresi in Q1-Q3 (p=0.001) (figura 11, pannello di sinistra). 
 
 Nessuna differenza significativa nella capacità di adesione delle EPC era 
osservata attraverso i quartili di HDL; tuttavia, nel confronto diretto, la capacità 
di adesione è risultata significativamente più elevate in Q4 rispetto all‟insieme 
dei soggetti compresi nei quartili Q1-Q3 (p=0.044) (figura 11, pannello di 
destra).  
 
Nessuna differenza tra quartili di concentrazioni di HDL è stata descritta 
per senescenza delle EPC, capacità di migrazione e produzione di ROS (dati 
non illustrati). 
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Figura 11 – Vitalità (pannello di sinistra) e capacità di adesione delle EPC 
(pannello di destra) in funzione dei quartili delle concentrazioni plasmatiche 
delle HDL. 
 
 
  
Fattori associati a vitalità ed adesione delle EPC 
 
 
In analisi di regressione logistica (tabella 4), covariate indipendenti della 
vitalità delle EPC stratificata in funzione della sua mediana sono risultati 
l‟emoglobina glicata e il colesterolo HDL, ma non il genere, il BMI, la glicemia a 
digiuno e le concentrazioni plasmatiche dei trigliceridi. 
 
La vitalità delle EPC aumenta al ridursi dei valori di HbA1c, cioè al 
migliorare del controllo glicemico (OR 0.789; 95%CI 0.678-0.919, p=0.002) ed 
aumenta all‟aumentare dei livelli del colesterolo HDL (OR 1.34; 95%CI 1.013-
1.055, p=0.001).  
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Covariate indipendenti della capacità di adesione delle EPC sono risultate 
il  colesterolo HDL e l‟indice di massa corporea, ma non il genere, la glicemia a 
digiuno e l‟HbA1c e le concentrazioni plasmatiche dei trigliceridi (tabella 4). 
 
 La capacità di adesione migliora all‟aumentare delle HDL (OR 1.029; 
95%CI 1.005-1.053, p=0.018) e si riduce all‟aumentare dell‟IMC (OR 0.949; 
95%CI 0.908-0.991, p=0.019). 
 
 
Tabella 4 – Fattori associati in maniera indipendente con la vitalità delle EPC e 
la loro capacità di adesione lla fibronectina. 
 
 
 
   
Fattori associati alla senescenza delle EPC 
 
 
Covariate indipendenti della senescenza delle EPC sono risultati sia 
l‟emoglobina glicata che l‟indice di massa corporea, con la senescenza che 
diventa più evidente all‟aumentare dei valori di emoglobina glicata (OR 1.683; 
95%CI 1.043-2.717, p=0.033) e tende a migliorare, in maniera non facilmente 
spiegabile, all‟aumentare del BMI (OR 0.878; 95%CI 0.779-0.990, p=0.033) 
(tabella 5). 
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Tabella 5 – Fattori associati in maniera indipendente con senescenza delle 
EPC. 
 
 
 
In regressione logistica, nessun fattore è risultato associato in maniera 
indipendente alla capacità di migrazione delle EPC ed alla produzione di ROS 
(dati non illustrati). 
 
 
 
  
Funzioni delle EPC e genere 
 
Dato il ruolo indipendente del genere nel regolare i livelli di HDL (tabella 
3), vitalità, senescenza, adesione, e capacità di migrazione delle EPC e 
produzione di ROS sono stati analizzati e confrontati nei maschi e nelle 
femmine (tabella 6).  
 
Le EPC provenienti da soggetti con diabete tipo 2 di sesso femminile, 
verosimilmente in relazione ai più elevati livelli di colesterolo HDL, 
presentavano vitalità marginalmente più elevata rispetto alle EPC isolate dai 
maschi (p=0.062).  
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Simile riduzione della vitalità delle EPC è stata descritta nei maschi e nelle 
femmine dopo esposizione allo stress ossidativo senza alcuna sensibile 
modificazione della senescenza (dati non illustrati). 
 
Nessuna differenza significativa tra maschi e femmine è stata descritta per 
la senescenza, le capacità di adesione e di migrazione e la produzione di ROS 
(tabella 6).  
 
 
 
Tabella 6 – Vitalità, senescenza, capacità di adesione e di migrazione e 
produzione di ROS nelle EPC: stratificazione per genere. 
 
 
 
 
 
Funzioni delle EPC e BMI 
 
 
Analogamente, le EPC provenienti da soggetti normopeso, presentavano 
vitalità marginalmente più elevata rispetto alle EPC isolate da soggetti 
sovrappeso o obesi (p=0.055), mentre nessuna differenza è stata registrata per 
senescenza, capacità di adesione, capacità di migrazione e produzione di ROS 
(tabella 7). 
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Simile riduzione della vitalità delle EPC è stata descritta nei soggetti 
normopeso rispetto ai sovrappeso/obesi dopo esposizione allo stress 
ossidativo, senza alcuna sensibile modificazione nella senescenza delle EPC 
(dati non illustrati).   
 
 
 
Tabella 7 – Vitalità, senescenza, capacità di adesione e di migrazione e 
produzione di ROS nelle EPC: stratificazione per IMC. 
 
 
 
 
 
 
  
Funzioni delle EPC e fumo 
 
 
Infine, le EPC provenienti da soggetti non- o ex-fumatori, non 
presentavano differenze per quanto riguarda la vitalità, la senescenza, le 
capcità di adesione e di migrazione e la produzione di ROS rispetto alle EPC 
isolate da fumatori attivi (tabella 8). Simile riduzione della vitalità è stata 
osservata nei due gruppi dopo esposizione allo stress ossidativo, senza alcuna 
sensibile modificazione della senescenza (dati non illustrati). 
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Tabella 8 – Vitalità, senescenza, capacità di adesione e di migrazione e 
produzione di ROS nelle EPC: stratificazione per abitudine al fumo. 
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Discussione 
 
Sintesi dei risultati 
 
Lo studio dimostra che in soggetti con diabete mellito tipo 2 la vitalità delle 
cellule progenitrici endoteliali (early EPC) estratte dal sangue periferico e 
valutata ex-vivo tende ad aumentare con l‟aumentare delle concentrazioni 
plasmatiche del colesterolo HDL dei soggetti da cui le cellule sono state 
ottenute (figura 8). Tuttavia, la vitalità delle EPC valutata ex-vivo è ridotta in 
presenza di stress ossidativo indotto dalla esposizione al perossido di idrogeno 
in maniera indipendente dalle concentrazioni plasmatiche del colesterolo HDL 
(figura 8). Analogamente, la capacità di adesione delle EPC alla fibronectina è 
risultata maggiore nelle cellule provenienti dai soggetti con i più elevati livelli 
plasmatici di colesterolo HDL (figura 11).  
Per entrambi i parametri, vitalità e capacità di adesione, non sono stati 
osservati effetti bifasici dose-dipendenti dei livelli delle HDL; non è stata cioè 
osservata una riduzione paradossa della vitalità e della capacità di adesione 
nelle EPC provenienti dai soggetti con le più elevate concentrazioni 
plasmatiche di colesterolo HDL (figura 11). Di conseguenza, in regressione 
logistica i livelli di colesterolo HDL emergono quale covariata indipendente di 
vitalità e capacità di adesione delle EPC (tabella 4). 
D‟altra parte, i livelli di HDL non sembrano influenzare altri aspetti della 
funzionalità delle EPC quali senescenza, capacità di migrazione e produzione 
dei ROS (figure 9 e 10).  
 
Le HDL: effetti protettivi 
 
Le HDL esercitano un ampio spettro di effetti protettivi sia a livello 
dell‟endotelio che dello spazio sub-endoteliale attraverso il legame con i 
recettori apicali delle cellule endoteliali (Tran-Dinh A et al.; 2013). Questi 
recettori mediano sia l‟attivazione del segnale intracellulare che 
l‟internalizzazione delle HDL e, quindi, il raggiungimento del sub-endotelio.  
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Una analisi dettagliata del ruolo di questi recettori va oltre gli obiettivi di 
questa discussione. SR-B1, scavenger receptor B type 1, media la produzione 
di NO e di PGI2, potenti vasodilatori e vaso-protettori, ma regola anche il 
passaggio transcellulare (transcytosis) delle HDL; ABCA1 e ABCG1, ATP-
binding cassette transporters, mediano il trasporto inverso del colesterolo e 
(ABCG1) regolano la produzione di NO; ecto-F1-ATPase, un complesso 
enzimatico correlato alla ATP-sintetasi mitocondriale, catalizza l‟endocitosi delle 
HDL e inibisce l‟apoptosi delle cellule endoteliali.  
L‟attivazione del trasporto inverso del colesterolo (RCT, reverse 
cholesteriol transport) è il più documentato dei meccanismi attraverso i quali le 
HDL esercitano protezione sulle cellule endoteliali e riduzione del rischio 
cardiovascolare (Prosser HC et al.; 2012). Le HDL protrebbero esercitare i loro 
effetti favorevoli sulla funzione endoteliale anche vettorializzando verso le 
cellule endoteliali molecole protettive (per esempio, S1P, un prodotto della 
fosforilazione delle sfingosine capace di controllare la permeabilità endoteliale) 
o sostenendo presso la superficie endoteliale la biodisponibilità di NO e, quindi, 
la vasodilatazione (Tran-Dinh A et al.; 2013). Questo può avvenire attraverso 
molteplici meccanismi tra cui l‟inibizione della inattivazione di eNOS indotta 
dalle LDL ossidate (oxLDL), la fosforilazione e quindi l‟attivazione di eNOS, il 
prolungamento della half-life e quindi dell‟espressione di eNOS, oppure la 
riduzione dei livelli di ADMA (asymmetric dimethylarginine), il più potente 
inibitore endogeno della produzione di ossido nitrico a partire dall‟arginina. 
Le HDL limitano l‟attività procoagulante dell‟endotelio riducendo sia 
l‟espressione del fattore tissutale (TF) che l‟aggregazione piastrinica. Inoltre, 
inibendo l‟apoptosi delle cellule endoteliale (indotta, per esempio, dalle oxLDL), 
le HDL limitano il fenotipo pro-trombotico delle cellule endoteliali che vanno 
incontro ad apoptosi. Le HDL riducono l‟espressione delle molecole di adesione 
endoteliali (ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1, vascular cell 
adhesion molecule-1, E-selectin) in condizioni di infiammazione e, quindi, 
riducono l‟attivazione dei leucociti, dei monociti e dei neutrofili. 
L‟attività anti-ossidante delle HDL è conferita dalla presenza di 
apolipoproteine e di enzimi trasportati dalle HDL quali la paraoxonasi (PON), la 
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PAF-AH (platelet-activating factor-acetyl hydrolase), la L-CAT (lecithin-
cholesterol acyl transferase) e la glutatione perossidasi. Le HDL inibiscono 
l‟ossidazione delle LDL e riducono la produzione di ROS bloccando la NADPH 
ossidasi. Inoltre, le HDL contrastano lo stress ossidativo intracellulare indotto, 
per esempio, dalle oxLDL nelle cellule endoteliali. 
 
HDL e EPC 
 
Il numero delle EPC circolanti correla con le concentrazioni di colesterolo 
HDL in giovani adulti sani (Dei Cas A et al.; 2011). In questi soggetti a basso 
rischio cardiovascolare, il numero delle EPC circolanti (CD34+/KDR+) e i livelli 
di HDL correlano in maniera indipendente con la lunghezza dei telomeri1 (Dei 
Cas A et al.; 2013), espressione dell‟invecchiamento cellulare.  
D‟altra parte, anche in pazienti ad elevato rischio cardiovascolare quali i 
soggetti con elevate concentrazioni di colesterolo LDL, bassi livelli di 
colesterolo HDL sono associati sia con la riduzione del numero e della funzione 
delle EPC che con la disfunzione endoteliale (ridotta vasodilatazione endotelio 
dipendente) (Rossi F et al.; 2010). In accordo con questi dati, in 24 soggetti di 
sesso maschile, Pellegatta e coll. già avevano dimostrato che i livelli plasmatici 
di HDL correlano direttamente con il numero di EPC circolanti, isolate in vitro e 
determinate come numero di e-CFU (Pellegatta F et al.; 2006). 
In vitro, le HDL sono capaci di promuovere la proliferazione e la 
migrazione delle EPC di ratto, di ridurne la senescenza aumentando la 
produzione di NO e l‟attività della telomerasi, nonchè di migliorare la loro 
capacità di generare strutture tubulari tramite l‟attivazione di PI3K/Akt (Pu D-R 
et al.; 2008; Zhang Q et al.; 2010). In ratti ipercolesterolemici, la 
                                                 
1
 Il telomero è la regione terminale del cromosoma, da cui deriva il nome stesso, 
composta di DNA altamente ripetuto. Si pensava fosse una regione non codificante ma 
recenti scoperte hanno dimostrato che produce trascritti detti TERRA, che si ipotizza 
siano implicati nella regolazione della telomerasi. Il telomero ha un ruolo determinante 
nell'evitare la perdita di informazioni durante la duplicazione dei cromosomi, poiché la 
DNA polimerasi non è in grado di replicare il cromosoma fino alla sua terminazione; se 
non ci fossero i telomeri la replicazione del DNA comporterebbe dopo ogni replicazione 
una significativa perdita di informazione genetica. Diversi studi hanno dimostrato che il 
progressivo accorciamento dei telomeri ad ogni ciclo replicativo sia associato 
all'invecchiamento cellulare (fase di senescenza). 
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somministrazione endovenosa di HDL aumenta il numero delle EPC circolanti e 
promuove la ri-endotelizzazione; in vitro, migliora la vitalità delle EPC (Zhang Q 
et al.; 2010) (Box 17). 
 
 
 
 
 
Box 17 – Essential role of HDL on endothelial progenitor cell proliferation 
with PI3K/Akt/cyclin D1 as the signal pathway. Zhang Q et al.; 2010) 
 
 
In this article, the role of HDL on endothelial progenitor cell (EPC) proliferation, 
angiogenesis and the signal pathway involved was studied, particularly the 
influence of HDL in strengthening the promoting effect of EPCs on wound healing 
of the arterial wall in hypercholesterolemic rats. Mononuclear cells isolated from rat 
bone marrow displayed characteristics of EPCs after cultivation. The role of HDL 
on EPC function and the signal pathway involved were studied. Re-
endothelialization and the number of circulating EPCs were compared between 
normal rats, hypercholesterolemic rats and hypercholesterolemic rats with HDL 
treatment. Results showed that HDL participated in the healing process by 
promoting EPC proliferation, migration and „tube‟ formation. HDL activates cyclin 
D1 via phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt stimulation. Inhibition of PI3K/Akt 
via pharmacological or small interfering RNA approaches significantly attenuated 
HDL-induced EPC migration, proliferation and „tube‟ formation. Results of 
experiments in vivo showed that HDL increased the number of circulating EPCs 
and promoted re-endothelialization in wound healing. These findings demonstrate 
that PI3K/Akt-dependent cyclin D1 activation plays an essential role in HDL-
induced EPC proliferation, migration and angiogenesis. 
 
Figure - HDL-induced proliferation 
of rEPCs, which is time- and 
dosedependent. (a) Time-
dependent: rEPC proliferation by 
using MTT assay at the prescribed 
intervals under a concentration of 
37.5 mg/mL HDL. Mean+SEM (n 
1/4 5 experiments per time point). 
(b) Concentration-dependent: 
rEPC proliferation by exposure to 
HDL for eight hours (OD570). 
Mean+SEM (n 1/4 5 
experiments for each 
concentration). 
 
* P, 0.01 versus control group 
value. 
 
HDL, high-density lipoprotein; 
rEPC, rat bone marrow endothelial 
progenitor cell;  
MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide; 
SEM, standard error of mean; OD, 
optical density 
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In particolare, in questo studio, Zhang e coll. (Box 13) dimostrano che 
l‟effetto delle HDL nel promuovere la vitalià delle EPC di ratto (valutata come 
nel nostro studio tramite il test MTT) era dose-dipendente in un range di 
concentrazioni delle HDL compreso tra 12.5 e 62.5 µg/ml (corrispondente 
tuttavia a 1.25-6.25 mg/dl nell‟uomo) oltre che tempo-dipendente nelle EPC 
esposte ad una concentrazione di HDL di 37.5 µg/ml. In accordo a questa 
osservazione, nel nostro studio, la vitalità delle EPC era funzione delle 
concentrazioni plasmatiche di HDL dei soggetti con diabete mellito tipo 2 da cui 
le EPC erano state isolate. Infatti, vitalità delle cellule non solo era maggiore 
nelle EPC derivate da soggetti con elevate concentrazioni plasmatiche di HDL 
(figura 8), ma una relazione lineare poteva essere descritta tra vitalità delle 
EPC e livelli plasmatici di HDL quando questi erano stratificati per quartili 
(figura 11). 
 
Altri studi hanno elegantemente dimostrato in un modello sperimentale di 
aterosclerosi del ratto (common carotid artery paratopical transplant 
atherosclerosis in ApoE-/- mice) che il trasferimento tramite adenovirus del gene 
dell‟ApoA-1 umana aumenta sia il livello delle HDL che il numero delle EPC 
circolanti, limitando la formazione di neointima a livello del trapianto. Questo si 
è associato sia ad un aumento dell‟incorporazione delle EPC nel trapianto che 
ad un miglioramento della rigenerazione dell‟endotelio (Feng Y et al.; 2008). 
L‟aumento del numero delle EPC circolanti ed il miglioramento delle loro 
proprietà funzionali indotte dal trasferimento dell‟ApoA-1 sono mediati 
dall‟aumentata espressione di SR-B1 a livello del midollo osseo (Fend Y et al.; 
2009). Inoltre, lo stesso gruppo ha dimostrato che l‟esposizione topica 
dell‟avventizia alle HDL limita la progressione dell‟aterosclerosi dell‟allotrapianto 
di vena attraverso l‟aumentata incorporazione delle EPC e una più efficiente 
rigenerazione endoteliale (Feng Y et al.; 2011). Analogamente, Gordts e coll. 
hanno dimostrato che il tranfer di geni capaci di aumentare le HDL nell‟animale 
da esperimento si traduce in un aumento del numero delle EPC circolanti ed in 
un miglioramento della loro funzione valutata ex-vivo  in termini di capacità di 
migrazione e di adesione (Gordts SC et al.; 2012). 
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In un modello animale di danno endoteliale indotto da lipopolisaccaridi, la 
sommministrazione endovenosa di rHDL (reconstituted HDL) aumenta il 
numero di EPC rilevabili a livello dell‟endotelio dell‟aorta (Tso C et al:; 2006). In 
un modello murino di ischemia periferica, rHDL promuove la differenziazione 
delle EPC dalle cellule mononucleate ed aumenta la loro capacità angiogenica 
(Sumi M et al.; 2007). Infine, la somministrazione di rHDL in “wild-type mice” 
dopo denudamento endoteliale determina un miglioramento del processo di ri-
endotelizzazione (Petoumenos V et al.; 2009). In questo stesso lavoro è stata 
descritta una forte correlazione tra numero delle EPC circolanti e 
concentrazione delle HDL in soggetti con malattia coronarica  (Box 18, for a 
summary at this point). 
 
 
 
 
 
 
Box 18 – High-density lipoprotein exerts vasculoprotection via endothelial 
progenitor cells (Petoumenos V et al.; 2009) 
 
Endothelial progenitor cells (EPC) enhance endothelial cell repair, improve 
endothelial dysfunction and are a predictor for cardiovascular mortality. High-
density lipoprotein (HDL) cholesterol levels inversely correlate with 
cardiovascular events and have vasculoprotective effects.  
 
Here we postulate that HDL influences EPC biology.  
  
Differentiation of mononuclear cells into DiLDL/lectin positive cells was 
enhanced after HDL treatment compared to vehicle. HDL was able to inhibit 
apoptosis (TUNEL assay, annexin V staining) while proliferation (BrdU 
incorporation) of early outgrowth colonies after extended cell cultivation (14 
days) was increased. Flow chamber experiments revealed an improved 
adhesion of HDL pre-incubated EPC on human coronary artery endothelial 
cells (HCAEC) compared to vehicle while HDL treatment of HCAEC 
prevented adhesion of inflammatory cells. Flow cytometry demonstrated an 
up-regulation of beta2- and alpha4-integrins on HDL pre-incubated EPC. 
Blocking experiments revealed a unique role of beta2-integrin in EPC 
adhesion.  
 
Treatment of wild-type mice with recombinant HDL after endothelial 
denudation resulted in enhanced re-endothelialization compared to vehicle.  
 
Finally, in patients with coronary artery disease a correlation between 
circulating EPC and HDL concentrations was demonstrated.  
 
We provide evidence that HDL mediates important vasculoprotective action 
via the improvement of function of circulating EPC. 
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Tuttavia, un recente studio in vitro, ha riportato che alte concentrazioni di 
HDL aumentano la senescenza delle EPC e compromettono la loro capacità di 
generare strutture simil-tubulari (Huang C-Y et al.; 2012). Questo studio cade in 
un contesto clinico suggestivo in cui recenti evidenze mettono in discussione 
l‟ipotesi che le HDL possano esercitare effetti protettivi indipendentemente dalla 
coesistenza di altri fattori di rischio, specialmente in soggetti sani (Ray K et al.; 
2012; Haase CL et al.; 2012; Harrison SC et al.; 2012). E‟ stato messo in 
evidenza che il rapporto colesterolo totale/colesterolo HDL, piuttosto che il 
livello delle HDL di per se, sia predittore indipendente di futuri eventi 
cardiovascolari sia nei soggetti sani (Ray K et al.; 2012), che nei pazienti con 
malattia coronarica stabile (Leu HB et al.; 2004). Inoltre, la maggior parte degli 
interventi volti a modulare i livelli plasmatici delle HDL sono stati eseguiti nel 
contesto di importanti cambiamenti indotti su altri aspetti del profilo lipidico quali 
il colesterolo totale e il colesterolo LDL (Vergeer M et al.; 2010). E‟ stato 
osservato che bassi livelli di HDL aumentano il rischio cardiovascolare in 
pazienti con alti valori di LDL, mentre alti livelli di HDL non necessariamente 
riducono il rischio in pazienti con valori di LDL relativamente bassi (<70 mg/dl) 
(Barter P et al.; 2007). E‟ stato anche riportato che HDL superiori a 75 mg/dl in 
donne sane e superiori a 55 mg/dl in uomini sani potrebbero non offrire effetti 
benefici aggiuntivi. Inoltre, recenti trial clinici su larga scala finalizzati ad 
aumentare i livelli delle HDL attraverso molteplici approcci farmacologici non 
hanno dimostrato benefici addizionali specialmente la dove LDL e LDL 
modificate erano state adeguatamente ridotte (Barter PJ et al.; 2007; Boden 
WE et al.; 201; Mitka M, 2012). Da un punto di vista epidemiologico, quindi, le 
attuali evidenze non sembrano sostenere l‟ipotesi che elevati livelli di HDL 
possano offrire protezione cradiovascolare in assenza di altre alterazioni del 
profilo lipidico (Mitka M et al.; 2012). Non sono tuttavia chiari i meccanismi 
attraverso i quali elevati valori di HDL perdono il loro effetto protettivo quando i 
livelli di LDL sono normali o sono stati normalizzati. 
Così, per testare l‟ipotesi che le HDL possano esercitare effetti bifasici 
dose-dipendenti, Huang e coll. (Huang C-Y et al.; 2012) hanno studiato gli 
effetti diretti delle HDL a basse (5-100 µg/ml, corrispondenti a 0.5-10 mg/dl 
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nell‟uomo) e normali o alte, ma fisiologiche concentrazioni (300-800 µg/ml, 
corrispondenti a 30-80 mg/dl nell‟uomo) sulla capacità di angiogenesi in vivo ed 
in vitro delle “early” e delle “late EPCs”. Lo studio è estremamente complesso e 
va anche ad esplorare i meccanismi che sottendono gli effetti delle HDL. Lo 
studio dimostra che mentre la esposizione alle HDL protegge in maniera dose-
dipendente la vitalità (test MTT) delle EPC alterata in presenza delle LDL 
ossidate, moderate od elevate concentrazioni di HDL compromettono in 
maniera paradossa la funzione dell EPC e la loro capacità angogenica in 
assenza di oxLDL (per dettagli vedi Box 19). 
 
 
 
 
Box 19 - Moderate to High Concentrations of High-Density Lipoprotein From 
Healthy Subjects Paradoxically Impair Human Endothelial Progenitor Cells 
and Related Angiogenesis by Activating Rho-Associated Kinase Pathways  
 
 
Recent clinical evidence has failed to demonstrate the benefits of elevation of 
serum high-density lipoprotein (HDL), suggesting potential loss of protective 
effects of HDL at high concentrations. This study aimed to investigate the 
concentration-related effects of HDL on in vitro and in vivo functions of 
human endothelial progenitor cells (EPCs) and related angiogenesis.  
 
Early and late outgrowth EPCs were generated from human circulating 
mononuclear cells.  
Oxidized low-density lipoprotein reduced viability of late outgrowth EPCs, 
which was reversed dose dependently by HDL.  
In the absence of oxidized low-density lipoprotein, HDL at low concentrations 
(5–50 µg/mL, equal to 0.5–5 mg/dL in human) enhanced EPC tube formation 
by activating phosphatidylinositol-3 kinase/Akt/endothelial NO synthase 
pathways.  
Moderate to high concentrations (400–800 µg/mL) of HDL paradoxically 
enhanced EPC senescence and impaired tube formation by activating Rho-
associated kinase (ROCK) and inhibiting phosphatidylinositol-3 kinase/Akt 
and p38 mitogen-activated protein kinase pathways.  
Rho-associated kinase inhibitors, either Y27632 or statins, prevented high 
HDL–induced EPC senescence and improved in vitro tube formation, as well 
as in vivo capacity of angiogenesis of EPCs.  
 
While protecting EPCs from the injury of oxidized low-density lipoprotein, 
moderate to high concentrations of HDL paradoxically impaired EPCs and 
related angiogenesis in the absence of oxidized low-density lipoprotein by 
activating Rho-associated kinase pathways, providing mechanistic evidence 
of potential hazard effects of HDL.   
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Box 19 - segue  
 
The MTT assay was performed to analyze the cell viability and cytotoxicity of 
oxLDL. Treatment of EPCs with 25, 50, and 100 µg/mL of oxLDL for 12 hours 
reduced cell viability, as well as increased cell cytotoxicity, in a dose-
dependent manner (see figure belove). In contrast, pretreatment with 100, 
400, and 800 µg/mL of HDL for 1 hour dose dependently prevented the 
reduction of cell viability induced by 100 µg/mL of oxLDL.  
 
 
 
 
Treatment of EPCs with 5 to 100 µg/mL of HDL for 12 hours did not result in 
cell viability changes or cell cytotoxicity (see figure belove). In contrast, 
treatment with 400 and 800 µg/mL of HDL significantly reduced cell viability 
(60.25±8.13% and 63.85±7.58% of control, respectively).  
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HDL, EPC e diabete 
 
Il diabete rappresenta il più interessante esempio di una condizione 
patologica che integra differenti aspetti della relazione tra colesterolo HDL e 
cellule endoteliali. La disfunzione endoteliale è un marchio del diabete: la 
disfunzione endoteliale è legata al diabete e all‟insulino-resistenza attraverso 
Box 19 - segue  
 
To explore the potential effects of HDL on EPC angiogenesis, a tube 
formation assay was performed. It has been shown that EPCs successfully 
initiate capillary network formation on Matrigel. After 12 hours of culture in 25 
µg/mL HDL, the functional capacity for tube formation of EPCs was 
significantly increased compared with the control group (160.33±15.19% of 
control). Interestingly, treatment of EPCs with HDL at 400 or 800 µg/mL for 
12 hours significantly decreased cell tube formation (70.6±9.3% or 63.8±6.5% 
of control, respectively) compared with the control group.  
 
 
 
  
105 
vari meccanismi: l‟alterazione dei segnali intracellulari nelle cellule endoteliali a 
cui consegue una ridotta capacità di produrre NO in risposta a stimoli fisiologici; 
un aumento dello stress ossidativo a livello della parete vascolare; una 
attivazione pro-infiammatoria delle cellule endoteliali. Nieuwdorp e coll. 
(Nieuwdorp et al.; 2008), per esempio, hanno dimostrato che pazienti con 
diabete tipo 2 presentano, rispetto ai soggetti di controllo, una ridotta risposta 
vasodilatatoria alla infusione di serotonina, un vasodilatatiore endotelio-
dipendente. Tuttavia, dopo quattro ore di infusione di HDL ricostituite (rHDL), la 
risposta vasodilatatoria alla serotonina era sensibilmente migliorata nei 
diabetici, non nel gruppo di controllo. Inoltre, una tendenza verso una migliorata 
biodisponibilità di NO permaneva a distanza di 7 giorni dalla infusione, quando 
l‟aumento dei livelli circolanti di ApoA-1 era pressochè scomparso. Nello studio 
di Patel e coll. (Patel S et al.; 2009), l‟infusione rHDL in pazienti con diabete tipo 
2 induce sia un aumento delle proprietà anti-infimmatorie delle HDL isolate dal 
plasma (riduzione dell‟espressione di ICAM-1 e VCAM-1 su cellule endotelaili 
coronariche umane) che un incremento dell‟efflusso di colesterolo proporzionali 
all‟aumento delle loro plasmatiche delle HDL stesse. 
 
Il diabete è anche caratterizzato da aumentato stress ossidativo, in 
particolare a livello delle cellule endoteliali disfunzionali. Inoltre, nei pazienti con 
diabete, le HDL subiscono modificazioni legate sia all‟ossidazione che alla 
glicosilazione non enzimatica. In particolare, le HDL isolate da pazienti con 
diabete tipo 2 sono incapaci di contrastare l‟inibizione della vasodilatazione 
endotelio-dipendente indotta dalle LDL ossidate e questa incapacità è 
direttamente correlata con il contenuto in trigliceridi delle HDL (Persegiol L et 
al.; 2006). L‟incapacità di contrastare gli effetti negativi delle oxLDL sulla 
vasodilatazione endotelio-dipendente è stata confermata sia per le HDL 
derivate da pazienti con diabete tipo 1 (Persegol L et al.; 2007) che per quelle 
ottenute da soggetti con obesità addominale (Persegol L, Verges B et al.; 
2007). Anche la glicazione (ottenuta in vitro) induce la perdità della capacità 
delle HDL di ripristinare la vasodilatazione endotelio-dipendente indotta dalle 
LDL ossidate (Brindisi MC et al.; 2013).  
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Queste HDL modificate inducono produzione di perossido di idrogeno a 
livello delle cellule endoteliali umane di aorta (human aortic endothelial cell, 
HAEC) e sono capaci di ridurre l‟espressione di eNOS e, quindi, la produzione 
di NO (Matsunaga M et al.; 2003). 
Le HDL derivate da soggetti con diabete tipo 2 sono state caratterizzate in 
maniera estensiva per la loro capacità di modulare la vasodilatazione endotelio-
dipendente e la riparazione endoteliale mediata dalle EPC in un modello di 
aterosclerosi carotidea nel “nude mice” (Sorrentino SA et al.; 2010). Lo studio di 
Sorrentino e coll. è stato disegnato per confrontare gli effetti sull‟endotelio di 
HDL isolate da soggetti con diabete tipo 2 con quelli delle HDL derivate da 
soggetti sani. In particolare, sono stati valutati gli effetti delle HDL sulla 
produzione da parte delle cellule endoteliali di NO e di ROS, sulla attività della 
NADPH ossidasi, sulle capacità di riparazione endoteliale mediate dalle “early 
EPC”. Sono stati inoltre valutati gli effetti della niacina ER (extended-release) in 
una coorte di pazienti con diabete tipo 2.  
Le HDL isolate da soggetti sani, ma non quelle derivate da pazienti con 
diabete tipo 2 stimolano la produzione di NO e influenzano in maniera dose-
dipendente la vasodilatazione NO-mediata. Inoltre, le HDL da soggetti sani, ma 
non quelle da diabetici tipo 2 inibiscono la produzione endoteliale di anione 
superossido e l‟attività della NADPH ossidasi. Le HDL da soggetti sani, ma non 
le HDL da diabetici tipo 2 correggono le capacità di riparazione endoteliale di 
early EPC isolate da soggetti con diabete; analogamente, solo le HDL derivate 
da soggetti sani stimolano la produzione di NO nelle early EPC suggerendo che 
le HDL promuovono la riparazione endoteliale mediata dalle early EPC 
stimolando la produzione di NO.  
Il trattamento con niacina ER aumenta le concentrazioni plasmatiche di 
HDL nei soggetti con diabete tipo 2. La capacità delle HDL derivate da diabetici 
tipo 2 di stimolare la produzione di NO aumenta nei pazienti trattati con niacina 
ER rispetto ai soggetti di controllo. Inoltre, le HDL isolate dal plasma di diabetici 
tipo 2 dopo il trattamento con niacina ER esercitano più potenti effetti inibitori 
sulla produzione endoteliale di anini superossido e sulla attività della NADPH 
ossidasi, suggerendo che la niacina ER aumenta le proprietà anti-ossidanti 
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delle HDL. Infine, le HDL isolate da pazienti trattati con niacina ER stimolano in 
maniera più efficace rispetto alle HDL derivate da soggetti non trattati la 
vasodilatazione endotelio-dipendente, la capacità di riparazione endoteliale 
mediata dalle early EPC e la produzione di NO da parte delle early EPC. 
Ulteriori dati sullo studio sono riportati in Box 20). 
 
 
 
Box 20 - Endothelial-Vasoprotective Effects of High-Density Lipoprotein Are 
Impaired in Patients With Type 2 Diabetes Mellitus but Are Improved After 
Extended-Release Niacin Therapy 
 
 
We therefore compared the endothelial effects of HDL from healthy subjects 
and from patients with type 2 diabetes mellitus and low HDL (meeting the 
criteria for metabolic syndrome), who are frequently considered for HDL-
raising therapies. Moreover, in diabetic patients, we examined the impact of 
extended-release (ER) niacin therapy on the endothelial effects of HDL.  
 
HDL was isolated from healthy subjects (n. 10) and patients with type 2 
diabetes (n. 33) by sequential ultracentrifugation. Effects of HDL on 
endothelial nitric oxide and superoxide production were characterized by 
electron spin resonance spectroscopy analysis. Effects of HDL on 
endothelium-dependent vasodilation and early endothelial progenitor cell–
mediated endothelial repair were examined. Patients with diabetes were 
randomized to a 3-month therapy with ER niacin (1500 mg/d) or placebo, 
and endothelial effects of HDL were characterized.  
 
HDL from healthy subjects stimulated endothelial nitric oxide production, 
reduced endothelial oxidant stress, and improved endothelium-dependent 
vasodilation and early endothelial progenitor cell–mediated endothelial 
repair. In contrast, these beneficial endothelial effects of HDL were not 
observed in HDL from diabetic patients, which suggests markedly impaired 
endothelial-protective properties of HDL. ER niacin therapy improved the 
capacity of HDL to stimulate endothelial nitric oxide, to reduce superoxide 
production, and to promote endothelial progenitor cell–mediated endothelial 
repair. Further measurements suggested increased lipid oxidation of HDL in 
diabetic patients, and a reduction after ER niacin therapy. 
 
HDL from patients with type 2 diabetes mellitus and metabolic syndrome 
has substantially impaired endothelial-protective effects compared with HDL 
from healthy subjects. ER niacin therapy not only increases HDL plasma 
levels but markedly improves endothelial-protective functions of HDL in 
these patients, which is potentially more important. 
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Box 20 - segue 
 
 
HDL From Diabetic Patients Loses Beneficial Effects on Endothelial 
NO Production and Endothelium-Dependent Vasodilation 
 
HDL isolated from healthy subjects, but not HDL from type 2 diabetic 
patients, markedly stimulated endothelial cell NO production as detected by 
ESR spectroscopy analysis (see figure). Moreover, HDL from healthy 
subjects dosedependently stimulated endothelium-dependent, NOmediated 
vasodilation of intact vessels, an effect that was substantially impaired when 
HDL from diabetic patients was examined (see figure). HDL had no effect 
on endothelium-dependent vasodilation in eNOS-deficient mice, indicating 
that HDL-induced vasorelaxation was eNOS dependent. 
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Box 20 - segue 
 
 
HDL From Healthy Subjects but Not From Diabetic 
Patients Inhibits Endothelial Oxidant Stress 
 
HDL isolated from healthy subjects substantially reduced tumor necrosis 
factor-alpha–stimulated endothelial superoxide production and NADPH 
oxidase activity as assessed by ESR spectroscopy analysis (see figure), 
indicating a potent antioxidant effect of HDL from healthy subjects on the 
endothelium. Notably, however, HDL from diabetic patients had no 
significant inhibitory effect on endothelial cell superoxide production or 
NADPH oxidase activity, indicating a loss of these antioxidant effects of 
HDL on the endothelium in diabetic patients (see figure). 
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Box 20 - segue 
 
 
HDL From Healthy Subjects but Not From Diabetic Patients Stimulates 
Early EPC-Mediated Endothelial Repair 
 
In vivo endothelial repair capacity of early EPCs from patients with type 2 
diabetes mellitus was severely reduced compared with healthy subjects 
(see figure), as demonstrated by transplantation of equal numbers of early 
EPCs from diabetic and healthy subjects into nude mice with denuded 
carotid arteries and measurement of the reendothelialized area by 
morphometric analysis 3 days after transplantation. Notably, application of 
HDL (50 µg/mL, 60 minutes, 37°C) from healthy subjects, but not from 
diabetic subjects, restored the in vivo endothelial repair capacity of early 
EPCs of patients with diabetes, indicating a loss of the endothelial repair–
promoting effect of HDL in diabetic patients. 
 
 
 
 
 
 
Reduced NO production of early EPC is critical for their impaired endothelial 
repair capacity in diabetic patients. Notably, HDL from healthy subjects, but 
not HDL from diabetic patients, stimulated NO production of early EPCs 
(see figure), suggesting that HDL may promote early EPC-mediated 
endothelial repair by stimulating NO production.  
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Lo studio di Sorrentino e coll. (Sorrentino SA et al.; 2010) dimostra quindi 
che le HDL derivate da pazienti con diabete tipo 2 perdono la capacità di 
stimolare direttamente la produzione endoteliale di NO e di ridurre a livello 
dell‟endotelio lo stress ossidativo. Questo è in evidente contrasto con gli effetti 
osservati con le HDL ottenute da soggetti sani. Inoltre, le HDL ottenute da 
soggetti sani, ma non quelle di diabetici tipo 2, promuovono la capacità delle 
EPC di sostenere in vivo la riparazione endoteliale.  
 
La terapia con niacina ER in pazienti con diabete tipo 2, non solo aumenta 
le concentrazioni plasmatiche di HDL, ma migliora le proprietà endotelio-
Box 20 - segue 
 
Moreover, inhibition of NO production in early EPCs from diabetic patients 
(by 1 mmol/L NG-methyl-L-arginine methyl ester) prevented the effects of 
HDL from healthy subjects on early EPC-mediated endothelial repair further 
supporting the concept that the effect of HDL on early EPC-mediated 
endothelial repair is, at least in part, mediated by stimulating NO production 
of early EPCs. 
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protettive delle HDL. Infatti, le HDL ottenute da soggetti con diabete tipo 2 dopo 
trattamento con niacina ER presentano maggiore efficacia nello stimolare la 
produzione endoteliale di NO, nell‟esercitare effetti antiossidanti a livello delle 
cellule endoteliali e, infine, nel promuovere le capacità rigenerative delle EPC. 
 
Le HDL (e soprattutto le particelle HDL3) isolate da soggetti con diabete 
tipo 2 hanno, rispetto alle HDL ottenute da soggetti sani, ridotta attività 
antiossidante. Poichè, nel diabete, l‟aumentata produzione di ROS è 
strettamente associata alla disfunzione endoteliale, è evidente come HDL 
impoverite nella loro capacità di prevenire lo stress ossidativo possano 
partecipare al determinismo della disfunzione endoteliale stessa. Inoltre, le HDL 
isolate da soggetti con diabete tipo 2 presentano un aumentato “inflammatory 
index”, definito come la capacità delle HDL di interferire con l‟attività 
chemotattica verso i monociti operata dalle LDL (Morgantini et al.; 2011).  
 
Benchè le HDL modificate e disfunzionali dei soggetti con diabete tipo 2 
possano riflettere e probabilmente contribuire alla disfunzione endoteliale che è 
marchio del diabete stesso, tale disfunzione può essere contrastata dalla 
infusione di HDL ricostituite (rHDL).  
 
Inoltre, in pazienti con diabete tipo 2, l‟infusione di rHDL non solo induce 
un aumento transitorio dei livelli plasmatici di ApoA-1, ma determina anche un 
aumento persistente (almeno nel medio termine) del numero delle ePC 
circolanti, suggerendo un effetto “ritardato” della infusione di rHDL sulla 
biodisponibilità di EPC. L‟aumento delle EPC dopo infusione di rHDL può 
essere spiegato da meccanismi diversi che vanno dalla aumentata 
mobilizzazione delle EPC secondaria ad aumentata produzione di NO a livello 
del midollo osseo, alla migliorata sopravvivenza delle EPC attraverso 
prevenzione dell‟apoptosi associata alla inibizione della attività della caspasi-3 
(van Oostrom O et al.; 2007) (Box 21). 
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Box 21 - Reconstituted HDL increases circulating endothelial progenitor cells 
in patients with type 2 diabetes. 
 
After rHDL-infusion plasma apoA-I increased from 1.2±0.2 (baseline) to 
2.8±0.6 g/L (t = 7 hours, P<0.001), and returned to baseline level at t = 7 
days (1.5±0.3g/L; n.s. compared with baseline). Interestingly, 1 week after 
rHDL infusion we observed a marked increase in the number of EPCs 
(Figure; baseline 480±85 versus t = 7 days 1060±347/mL blood, P<0.05), 
indicating a late effect of rHDL infusion on EPC availability. The number of 
CD34+ cells was measured at baseline 3200±632, t = 7 hours 3395±688, t = 
24 hours 3396±777/mL blood, and was significantly increased at t = 7 days 
4694±670/mL blood versus baseline (P<0.001). 
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Conclusioni 
 
Nel diabete tipo 2 … 
 
… la vitalità delle EPCs valutata ex-vivo tende ad aumentare con 
l‟aumentare delle concentrazioni plasmatiche delle HDL ed è ridotta in presenza 
di stress ossidativo; 
 
… la capacità di adesione alla fibronectina è maggiore nelle EPCs 
provenienti dai soggetti con i più elevati valori di HDL; 
 
… per entrambi i parametri non sono stati osservati effetti bifasici dose-
dipendenti; 
 
… in regressione logistica i livelli di colesterolo HDL emergono quale 
covariata indipendente di vitalità e capacità di adesione; 
 
… i livelli di HDL non sembrano influenzare senescenza, capacità di 
migrazione e produzione dei ROS. 
 
Elevati livelli di colesterolo HDL sono associati in pazienti con diabete 
mellito tipo 2 a preservazione di alcune delle proprietà funzionali delle cellule 
progenitrici endoteliali circolanti valutate ex vivo. 
 
In soggetti con diabete mellito tipo 2 elevati livelli di colesterolo HDL 
potrebbero essere determinanti indipendenti della funzionalità delle cellule 
progenitrici endoteliali contribuendo quindi, verosimilmente anche attraverso 
questo meccanismo, alla protezione cardiovascolare.  
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